Design, synthesis and evaluation of 1,4-disubstituted-1,2,3-triazolo-galactosides as galectin-1 and -8 inhibitors by Dernovšek, Jaka
 UNIVERZA V LJUBLJANI 













































UNIVERZA V LJUBLJANI 

















NAČRTOVANJE, SINTEZA IN VREDNOTENJE 1,4-
DISUBSTITUIRANIH-1,2,3-TRIAZOLO-GALAKTOZIDOV KOT 
ZAVIRALCEV GALEKTINOV-1 IN -8 
 
DESIGN, SYNTHESIS AND EVALUATION OF 1,4-DISUBSTITUTED-





















Ljubljana, 2020  
Magistrsko nalogo sem opravljal na Univerzi v Ljubljani, Fakulteti za farmacijo, pod 
mentorstvom izr. prof. dr. Tihomirja Tomašiča, mag. farm.  
Spektroskopske meritve so opravili na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani,  
biokemijsko vrednotenje pa na Univerzi v Lundu na Švedskem. 
 
Zahvala 
Zahvaljujem se svojemu mentorju izr. prof. dr. Tihomirju Tomašiču, mag. farm., da mi je dal 
priložnost za delo, me vodil in mi pri magistrski nalogi pomagal s svojim bogatim znanjem 
ter nepogrešljivimi nasveti.  
Hvala tudi vsem ostalim sodelavcem na Katedri za farmacevtsko kemijo, še posebej 
najtesnejšim iz laboratorija p47. Vedno so mi bili pripravljeni priskočiti na pomoč in so v 
laboratoriju ustvarili nadvse prijetno delovno okolje.  









Izjavljam, da sem magistrsko nalogo samostojno izdelal, pod mentorstvom izr. prof. dr. 
Tihomirja Tomašiča, mag. farm.  
 
 





Predsednik komisije: prof. dr. Mirjana Gašperlin, mag. farm. 




Kazalo vsebine ........................................................................................................................ I 
Kazalo slik ........................................................................................................................... III 
Kazalo preglednic ................................................................................................................ IV 
Kazalo shem ........................................................................................................................ IV 
Povzetek .............................................................................................................................. VI 
Abstract ............................................................................................................................. VIII 
Seznam uporabljenih okrajšav .............................................................................................. X 
1. Uvod ............................................................................................................................... 1 
1.1. Lektini ..................................................................................................................... 1 
1.2. Galektini .................................................................................................................. 2 
1.2.1. Razdelitev ........................................................................................................ 2 
1.2.2. Galektini pri ljudeh .......................................................................................... 3 
1.2.3. Splošne strukturne značilnosti ......................................................................... 3 
1.2.4. Ligandi ............................................................................................................. 4 
1.3. Galektin-1 ............................................................................................................... 5 
1.3.1. Strukturne značilnosti ...................................................................................... 5 
1.3.2. Vloga galektina-1 ............................................................................................ 6 
1.3.3. Zaviralci galektina-1 ........................................................................................ 8 
1.4. Galektin-8 ............................................................................................................. 10 
1.4.1. Strukturne značilnosti .................................................................................... 10 
1.4.2. Vloga galektina-8 .......................................................................................... 11 
1.4.3. Zaviralci galektina-8 ...................................................................................... 13 
2. Namen dela ................................................................................................................... 15 
3. Materiali in metode ...................................................................................................... 18 
3.1. Reagenti in topila .................................................................................................. 18 
3.2. Kromatografske metode ........................................................................................ 18 
3.3. Spektroskopske metode ........................................................................................ 19 
3.4. Določanje temperature tališča ............................................................................... 19 
3.5. Računalniška programska oprema ........................................................................ 19 
3.6. Testiranje afinitete končnih spojin ........................................................................ 20 
II 
 
4. Eksperimentalni del ...................................................................................................... 21 
4.1. Reakcijske sheme .................................................................................................. 21 
4.2. Sintezni in analitski postopki ................................................................................ 26 
4.2.1. Sinteza spojin iz knjižnice A ......................................................................... 26 
4.2.2. SINTEZA SPOJIN IZ KNJIŽNICE B .......................................................... 29 
4.2.3. Sinteza spojin iz knjižnice C ......................................................................... 39 
5. Komentar sinteznih postopkov ..................................................................................... 44 
5.1. Alkiliranje ............................................................................................................. 44 
5.1.1. Regioselektivno O-alkiliranje D-galaktoze in D-galaktala ............................. 44 
5.1.2. Williamsonova sinteza etrov ......................................................................... 45 
5.2. Fischerjeva esterifikacija ...................................................................................... 46 
5.3. Sinteza 1H-1,2,3-triazola ...................................................................................... 46 
5.4. Hidroliza ............................................................................................................... 48 
5.5. Aciliranje .............................................................................................................. 48 
5.5.1. O-aciliranje .................................................................................................... 48 
5.5.2. N-aciliranje .................................................................................................... 49 
5.6. Béchampova redukcija s sledečim N-aciliranjem ali N-sulfoniranjem ................ 49 
5.7. Sinteza 4-metilfenil 2,3,4,6-O-tetraacetil-1-tio-α-D-galaktopiranoze ................... 51 
5.8. Sinteza 3-azidobenzojske kisline .......................................................................... 52 
6. Rezultati in komentar vrednotenja afinitete sintetiziranih spojin................................. 53 
6.1. Testiranje afinitete ................................................................................................ 53 
6.2. Molekulsko sidranje .............................................................................................. 59 
6.2.1. Galektin-1 ...................................................................................................... 59 
6.2.2. Galektin-8N ................................................................................................... 60 
7. Sklep ............................................................................................................................. 61 






Slika 1: Prikaz galektina-1 v homodimerni obliki z vezanim disaharidom v CBS (prirejeno 
po 6). ...................................................................................................................................... 2 
Slika 2: Prikaz ohranjenih položajev določenih aminokislinskih ostankov pri galektinih-1, 
3, 7, 8N in 9C (prirejeno po 6). ............................................................................................. 4 
Slika 3: Prikaz vloge Gal-1 pri spodbujanju (a) in zaviranju (b) celične adhezije na 
zunajcelični matriks (prirejeno po 27). .................................................................................. 7 
Slika 4: Prikaz vezavne konformacije spojine 1b z Gal-1, ki so jo pridobili s sidranjem 
(povzeto po 39). ..................................................................................................................... 9 
Slika 5: Prikaz prekrivanja CRD-Gal-8C v modri s CRD-Gal-8N v rožnati barvi. Z rdečo so 
označene pomembnejše razlike med vezavnima mestoma (prirejeno po 45). .................... 11 
Slika 6: Prikaz razrešenih kristalnih struktur Gal-8N z a) metil 3-O-[1-karboksietil]-β-D-
galaktopiranozidom in b) lakto-N-neotetraozo. Posebej označen je AK ostanek Arg59 na 
zanki S3-S4, ki ob vezavi lahko spreminja položaj in tako pomembno vpliva na vezavno 
specifičnost (prirejeno po 57, 58). ....................................................................................... 14 
Slika 7: Prikaz osnovnega skeleta spojin iz knjižnice A. .................................................... 16 
Slika 8: Prikaz osnovnega skeleta spojin iz knjižnice B. .................................................... 16 
Slika 9: Prikaz struktur spojin iz knjižnice C. Zaradi strukturne raznolikosti so dodatno 
označene kot C-1, C-2 in C-3. ............................................................................................ 17 
Slika 10: Prikaz referenčne spojine TSv082 za sintezo knjižnce B. ................................... 54 
Slika 11: Računalniško sidrani spojini (A) 31i in (B) 31b v tarčni protein Gal-1. Na sliki so 
aminokislinski ostanki Gal-1, s katerimi smo opredelili njegovo vezavno mesto prikazani s 
sivo barvo, liganda pa sta obarvano zeleno. Z zelenimi črtkanimi črtami so predstavljene 
vodikove vezi med spojinama in aminokislinskimi ostanki Gal-1. ..................................... 59 
Slika 12: Računalniško sidrani spojini (A) 6a in (B) 42 v tarčni protein Gal-8N. Na sliki so 
aminokislinski ostanki Gal-1, s katerimi smo opredelili njegovo vezavno mesto prikazani s 
sivo barvo, liganda pa sta obarvano zeleno. Z zelenimi črtkanimi črtami so predstavljene 






Preglednica 1: Razdelitev galektinov in pripadniki posameznih skupin (prirejeno po 1, 6).
 ............................................................................................................................................... 3 
Preglednica 2: Prikaz izbranih ligandov galektina-1 (prirejeno po 37-40). ......................... 8 
Preglednica 3: Prikaz nekaterih znanih zaviralcev galektina-8 in disociacijskih konstant 
med ligandi in CRD Gal-8N (prirejeno po 56, 57). ............................................................. 13 
Preglednica 4: Rezultati vrednotenja afinitete spojin iz razreda A. ................................... 54 
Preglednica 5: Rezultati vrednotenja afinitete spojin iz razreda B. ................................... 55 
Preglednica 6: Rezultati vrednotenja afinitete spojin iz razreda C. ................................... 57 
 
Kazalo shem 
Shema 1: Sinteza spojin iz knjižnice A. Reagenti in pogoji: (a) brezvodni DMF/MeCN=1:9, 
TBAB, dibutilkositrov diklorid, K2CO3, propargil bromid, argonova atmosfera, 80 °C, 3 h; 
(b) MeOH, H2SO4 (kat.), 55 °C, 20 h; (c) MeCN, CuI (kat.), DIPEA, sobna T, 20 h; (d) 1 M 
NaOH, MeOH, 55 °C, 20 h. ................................................................................................ 21 
Shema 2: Prikaz sinteze substituentov na mestu 3 pri sintezi knjižnice B. Reagenti in pogoji: 
(a) destilirana voda, Ac2O, 0 °C, 2 h; (b) aceton ali EtOAc, K2CO3, propargil bromid, 
argonova atmosfera, 50 °C (aceton)/70 °C (EtOAc), 20 h; (c) i) CH3COOH, Fe, sobna T, 20 
h, nato ii) Ac2O, 55 °C, 20 h; (d) EtOAc, ciklopropankarbonil klorid, Et3N, argonova 
atmosfera, 0 °C do sobne T, 5 h; (e) suh DKM, DIPEA, 2-fenilacetil klorid, argonova 
atmosfera, 0 °C do sobne T, 20 h; (f) i) CH3COOH, Fe, sobna T, 20 h, nato ii) metansulfonil 
klorid, NaHCO3, 0 °C do sobne T, 20 h. ............................................................................. 22 
Shema 3: Sinteza končnih produktov iz knjižnice B. Reagenti in pogoji: Reagenti in pogoji: 
(a) MeCN, DIPEA, CuI, argonova atmosfera, sobna T, 1-2 dni - (sinteza spojin 5a-d 
(knjižnica A), 31h in 31i); (b) H2O/MeOH=1:1, CuSO4, natrijev askorbat, argonova 
atmosfera, sobna T, 20 h – (sinteza spojin 31a-g, 31j in 31k). ........................................... 24 
Shema 4: Prikaz sinteze treh končnih produktov iz knjižnice C. Reagenti in pogoji: (a) 
piridin, Ac2O, 0 °C do sobne T, 20 h; (b) suh DKM, BF3OEt2, p-tiotoluen, argonova 
atmosfera, 0 °C (prvi dve uri), nato sobna T, 18 h; (c) MeOH, NaOMe, sobna T, 24 h; (d) 
MeCN, K2CO3, TBAB, propargil bromid, dibutilkositrov diklorid, 80 °C, 20 h; (e) MeCN, 
terc-butilnitrit, azidotrimetilsilan, 0 °C do sobne T, 20 h; (f) H2O/MeOH=1:1, CuSO4, 
natrijev askorbat, argonova atmosfera, sobna T, 20 h; (g) i) suh MeOH, dibutilkositrov oksid, 
V 
 
argonova atmosfera, T refluksa, 4 h, nato ii) suh 1,4-dioksan, TBAB, propargilbromid (samo 
pri sintezi 41), 90 °C 20 h; (h) THF, NaHCO3, 0 °C, 2 h. ................................................... 25 
Shema 5: Prikaz mehanizma reakcije 3-O-alkiliranja sladkornega obroča na primeru 1-O-
metil-β-D-galaktopiranozida. Pri pripravi spojin 2, 36 in 41 smo kot alkilirno sredstvo dodali 
propargil bromid, pri sintezi  45 pa 2-(2-kloroacetamido)benzoat  (prirejeno po 61)......... 45 
Shema 6: Prikaz mehanizma Williamsonove sinteze arilnih etrov na primeru propargil 
bromida in nesubstituiranega fenola (prirejeno po 62). ....................................................... 46 
Shema 7: Prikaz mehanizma kislinsko katalizirane Fischerjeve esterifikacije (prirejeno po 
63). ....................................................................................................................................... 46 
Shema 8: Mehanizem sinteze triazolnega obroča, ki predpostavlja vpletenost dveh bakrovih 
atomov (prirejeno po 65). .................................................................................................... 47 
Shema 9: Prikaz mehanizma hidrolize metilnega estra z natrijevim  hidroksidom (prirejeno 
po 66). .................................................................................................................................. 48 
Shema 10: Mehanizem Béchampove redukcije s sledečim N-aciliranjem, predstavljen na 
primeru sinteze spojine 10 (prirejeno po 67, 68). ................................................................ 50 
Shema 11: Predpostavljeni mehanizem sinteze 4-metilfenil 2,3,4,6-O-tetraacetil-1-tio-α-D-
galaktopiranoze (prirejeno po 60, 70).................................................................................. 51 





Galektini so skupina proteinov s podobnimi vezavnimi mesti za prepoznavanje ogljikovih 
hidratov. Osnovni skelet njihovih fizioloških ligandov pogosto vključuje sladkor galaktozo.  
Kljub svoji navidezni podobnosti imajo zelo raznolike fiziološke in patofiziološke vloge. 
Galektina-1 in -8 se na različne načine vpletata v patofiziologijo rakavih obolenj, kroničnih 
vnetnih bolezni ter bakterijskih in virusnih infekcij. Ker učinkovitih selektivnih zaviralcev 
galektinov v terapiji še ni, smo se odločili za pripravo novih sinteznih ligandov teh relativno 
neraziskanih proteinov.  
Na podlagi dostopnih informacij o vezavi in znanih kristalnih strukturah smo načrtovali tri 
knjižnice spojin A, B in C. Pri knjižnicah A in C smo se osredotočili predvsem na 
proučevanje odnosa med strukturo ligandov in njihovim delovanjem (SAR) na N-končni 
domeni galektina-8 (galektin-8N). S knjižnico B pa smo poleg vpogleda v SAR izvedli tudi 
sintezo selektivnih zaviralcev galektina-1.  
Na osnovi spojine 6a smo ugotovili, da z meta substitucijo benzenovega obroča, vezanega 
na mesto 1 triazolnega obroča, dosežemo največjo afiniteto do galektina-8N. Vezavno 
afiniteto smo s spojinama 39 in 42 uspeli še dodatno povečati. Z največjo afiniteto se tako 
na galektin-8N kot na galektin-1 veže spojina 42 (Kd gal-8N = 157 µM; Kd gal-1 = 13,8 µM), ki 
izkazuje približno 10-kratno selektivnost za galektin-1.  
Pri vrednotenju ligandov iz knjižnice B smo pokazali, da sta najselektivnejši med njimi 
spojini 31b in 31i. Konstanta disociacije spojine 31i na galektinu-1 znaša 19,6 µM, na 
galektinu-3 pa zgolj 1405 µM. Spojina ima torej približno 72-krat večjo afiniteto do 
galektina-1 v primerjavi z galektinom-3. Prav selektivnost je zaradi velike podobnosti med 
vezavnimi mesti teh galektinov težko dosegljiva in predstavlja enega večjih izzivov pri 
načrtovanju selektivnih ligandov. S spojinami 31i, 31b, 31h, 31g in 42 smo pripravili 
nekatere izmed najselektivnejših, do sedaj opisanih, ligandov galektina-1. Poleg tega smo z 
razredom spojin B dodatno razjasnili SAR spojin s podobno strukturno formulo. 
Spreminjanje velikosti in lastnosti substituentov na položaju orto benzenovega obroča ter 
uvajanje dodatnih substituentov ne povečuje afinitete ter hkrati zmanjšuje selektivnost 




Vezavno konformacijo ligandov smo nazadnje ovrednotili še z molekulskim sidranjem v 
vezavni mesti galektinov-1 in -8. Na ta način smo lahko natančneje razložili rezultate, 
dobljene s testiranjem afinitete. Rezultati magistrske naloge tako pomembno prispevajo k 
razumevanju strukturnih zahtev za doseganje selektivnosti in afinitete med strukturno 
podobnimi galektini. 
 




Galectins are a group of proteins with similar binding sites for carbohydrate recognition. The 
basic scaffold of their physiological ligands often includes the sugar galactose. 
Despite their apparent similarity, they have very diverse physiological and 
pathophysiological roles. Galectins-1 and -8 are involved in various pathways in the 
pathophysiology of cancer, chronic inflammatory diseases, and bacterial and viral infections. 
As there are no effective selective galectin ligands in therapy yet, we decided to prepare new 
synthetic ligands of these relatively unexplored proteins. 
Based on available information on binding and known crystal structures, we designed three 
libraries (A, B, and C) of compounds. For libraries A and C, we focused primarily on 
studying the relationship between ligand structure and their function (SAR) at the N-terminal 
domain of galectin-8 (galectin-8N). In addition to the SAR insight, we also performed the 
synthesis of selective galectin-1 ligands included in the library B. 
Based on compound 6a, it was found that by meta substitution of the benzene ring attached 
to position 1 of the triazole ring, the highest affinity for galectin-8N is achieved. We were 
able to further increase the binding affinity with compounds 39 and 42. Compound 42 (Kd 
gal-8N = 157 µM; Kd gal-1 = 13,8 µM), which exhibits approximately 10-fold selectivity for 
galectin-1, binds to both galectin-8N and galectin-1 with the highest affinity. 
In the evaluation of ligands from library B, we showed that the most selective among them 
are compounds 31b and 31i. The dissociation constant of compound 31i on galectin-1 is 19,6 
µM and on galectin-3 1405 µM. The compound therefore has about 72-fold greater affinity 
for galectin-1 compared to galectin-3. Due to the high similarity between the binding sites 
of these two galectins, selectivity is difficult to achieve and represents one of the major 
challenges in the search for selective ligands. With ligands 31i, 31b, 31h, 31g and 42, we 
prepared one of the most selective galectin-1 ligands described so far. In addition, the SAR 
of compounds with a similar structural formula was further elucidated with compound class 
B. Changing the size and properties of the substituents at the ortho position of the benzene 
ring and introducing additional substituents does not increase the affinity and at the same 




The binding conformation of the ligands was also evaluated by molecular docking in the 
binding sites of galectins-1 and -8. In this way, we were able to explain in more detail the 
results obtained by affinity testing. The results of the master's thesis thus make an important 
contribution to the understanding of the structural requirements for achieving selectivity and 
affinity among structurally similar galectins. 
 






Seznam uporabljenih okrajšav 
 
Okrajšava  Pomen 
1H NMR  protonski spekter jedrske magnetne resonance 
Ac2O   acetanhidrid 
AK   aminokislina 
Bu2SnCl2  dibutilkositrov diklorid 
Bu2SnO  dibutilkositrov oksid 
CBS   vezavno mesto za ogljikove hidrate (angl. carbohydrate binding site) 
CD   označevalec pripadnosti (angl. cluster of dissociation) 
CD3OD  devteriran metanol 
CDCl3   devteriran kloroform 
CRD domena za prepoznavanje ogljikovih hidratov (angl. carbohydrate 
recognition domain) 
d dublet 




DMSO-d6 devteriran dimetil sulfoksid 
EA etil acetat 
ESI ionizacija z razprševanjem v električnem polju (angl. electrospray 
ionization) 
EtOAc etil acetat 
Gal galektin 
Gal-8C C-terminalna podenota galektina 8 
Gal-8N N-terminalna podenoga galektina 8 
hGal-8L humani galektin-8-dolgi (angl. long) 
hGal-8M humani galektin-8-srednji (angl. medium) 
hGal-8S humani galektin-8-kratki (angl. short) 
HIF-1 faktor spodbujen s hipoksijo 1 (angl. hypoxia-inducible factor 1) 
XI 
 
HIV virus humane imunske pomanjkljivosti (angl. human 
immunodeficiency virus) 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločjivosti (angl. high performance 
liquid cromatography) 
H-Ras homolog onkogena podganjega Harveyevega sarkoma (angl. Harvey 
rat sarcoma oncogene homolog) 
HRMS masna spektrometrija visoke ločlijivosti (angl. high resolution mass 
spectroscopy) 
Kd konstanta disociacije 
LNnT lakto-N-neotetraoza 
m- meta- 
MAPK/ERK kinaza aktivirana z mitogenom/zunajcelična s signalom regulirana 




MF mobilna faza 
MS masna spektrometrija 
mTor sesalska tarča za rapamicin (angl. mammalian target of rapamycin) 
NDP52 protein jedrne pike z maso 52 kDa (angl. nuclear dot protein 52 kDa) 




RANKL ligand za receptor za aktivacijo jedrnega dejavnika-κB 
RAS onkogen podganjega sarkoma 
Rf retencijski faktor 
s singlet 
SAR odnos med strukturo in delovanjem 
SSD trdi disk 
t triplet 
TBAB tetrabutilamonijev bromid 




TLC tankoplastna kromatografija 
UV ultravijoličen  
VEGF vaskularni epidermalni rastni dejavnik 








Monosaharidi so za delovanje živih organizmov pomembni predvsem z vidika energetskih 
presnovnih procesov, oligo- in polisaharidi pa so samostojno in kot del drugih makromolekul 
pomembni nosilci informacij. V naravi je zato prisotnih več vrst proteinov, ki so te 
informacije sposobni brati. Mednje sodijo protitelesa, ki s hipervariabilnimi regijami med 
drugim prepoznavajo tudi sladkorne verige. Poleg njih sem spadajo še proteini, ki vežejo 
sulfatirane glikozaminoglikane, kot so denimo antitrombin in lektini, ki so jih sprva 
obravnavali kot rastlinske proteine, do danes pa je bila tudi njihova pomembnost pri ljudeh 
vsaj delno pojasnjena (1). 
Lektine je že v 19. stoletju kot del svojih raziskav obravnaval Paul Ehrlich. Pozornost jim je 
posvečal predvsem zaradi toksičnosti ricina, lektina tipa R, ki je prisoten v semenih rastline 
Ricinus communis in ob zaužitju zaustavi translacijo mRNA. Ricinska podenota A je 
specifična za odsek saricin-ricinske zanke ribosomske RNA, kjer hidrolizira dostopen 
adeninski ostanek in tako deluje toksično. Podenota B, ki sicer neposredno ne deluje 
toksično, pa je odgovorna za internalizacijo dimernega ricina, saj prepoznava zgolj galaktozo 
in N-galaktozamin, kar celotni protein uvršča med proteine, ki prepoznavajo ogljikove 
hidrate (2-4). 
Lektine lahko danes na podlagi njihove etiologije in strukturnih značilnosti razdelimo v 
skupine, katerih delovanje se večkrat tesno prepleta. Pomembno so denimo vpleteni v 
delovanje in regulacijo primarnega imunskega odziva, pri katerem sodelujejo lektini tipov R 
in L. Vplivajo tudi na reakcijsko kaskado pridobljenega imunskega odziva, saj so lektini tipa 
S vpleteni v migracijo levkocitov in so preko sodelovanja pri procesu celične adhezije tudi 
pomemben faktor pri metastaziranju. Del imunskega sistema so tudi lektini tipa I, ki poleg 
tega vzdržujejo tudi mielinizacijo aksonov centralnega in perifernega živčevja. Pripadnika 
te družine sta med drugim tudi CD22 in CD33, ki sta predmet raziskav v protirakavi terapiji, 
sicer pa gre za proteina, katerih fiziološki ligand je sialična kislina. Lektini, ki v največji 







Galektini so proteini, za katere so sprva sklepali, da spadajo v skupino lektinov tipa S, ker 
nekateri za svoje delovanje potrebujejo reduktivno okolje. Danes pa že ime razkriva 
specifičnost njihovih vezavnih mest za β–galaktozide. Številčenje te skupine proteinov, ki 
ga prikazuje Preglednica 1, sledi kronološkemu zaporedju odkrivanja. Do danes so namreč 
odkrili in dokaj detajlno ovrednotili že 16 galektinov (Preglednica 1). Ti se na podlagi 
strukturnih značilnosti delijo v tri, na podlagi filogenetskih pa v dve skupini (1, 5-7). 
1.2.1. Razdelitev  
Prvi odkriti galektin, galektin-1 (Slika 1), uvrščamo med prototipne galektine, ki so 
najštevilnejši. V organizmu se nahajajo v monomerni obliki kot osamljena domena za 
prepoznavanje ogljikovih hidratov (CRD) ali pa nastopajo kot dimeri, pri katerih sta CRD 
nekovalentno povezani. Galektin-3 
je edini znani predstavnik skupine 
himernega tipa galektinov, ki poleg 
C-končne CRD vsebuje tudi N-
končno nelektinsko domeno, preko 
katere lahko tvori oligomerno 
strukturo. Nazadnje so identificirali 
še tandemsko ponavljajoč se tip, ki 
sestoji iz dveh domen za 
prepoznavanje sladkornih verig in 
polipeptidnega vmesnika, dolgega od 5 do 70 aminokislinskih ostankov. Ker gre za proteine, 
ki sestojijo iz ene same verige, pri tej skupini ločimo N- in C-končno domeno za 
prepoznavanje ogljikovih hidratov (1, 5, 8, 9). 
  
Slika 1: Prikaz galektina-1 v homodimerni obliki z 
vezanim disaharidom v CBS (prirejeno po 6). 
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Preglednica 1: Razdelitev galektinov in pripadniki posameznih skupin (prirejeno po 1, 6).  
vrsta galektina struktura pripadniki skupine 
prototipni galektini 
 
galektin – 1, 2, 5, 7, 10, 11, 
13, 14, 15, 16 
himerni galektini 
 
galektin – 3 
tandemsko ponavljajoči se 
galektini 
 
galektin – 8, 4, 6, 9, 12 
 
1.2.2. Galektini pri ljudeh 
Izmed danes poznanih 16 galektinov so v človeškem organizmu tako ali drugače prisotni vsi 
razen galektinov-5, -6, -11 in -15. Pri človeku lahko galektine najdemo v celicah imunskega 
sistema, gastrointestinalnem traktu, pljučih, maščobnem tkivu, placenti itn. S svojim znotraj- 
in zunajceličnim prepoznavanjem makromolekul, ki vsebujejo ogljikove hidrate, regulirajo 
procese apoptoze, celične migracije in delitve, so del imunskega odziva in sodelujejo pri 
vnetnem procesu. Na ta način galektini vplivajo na patologijo rakavih obolenj, kroničnih 
vnetnih bolezni, alergijskih in avtoimunih reakcij, srčno-žilnih bolezni, nevrodegenerativnih 
obolenj, diabetesa, okužbe z virusom HIV in nekaterih drugih mikrobioloških okužb. Prav 
njihova vseprisotnost je eden od razlogov, da postajajo vse bolj raziskovane terapevtske tarče 
(5, 7, 9, 10). 
1.2.3. Splošne strukturne značilnosti 
Do zdaj uspešno kristalizirani galektini izkazujejo veliko mero strukturne ohranjenosti v 
CRD, ki obsega približno 130 AK ostankov. Ta del verige z nasproti ležečimi beta 
upognjenimi ravninami tvori tako imenovani sendvič beta, ki je prikazan na Sliki 1. 
Ujemanje v aminokislinskem zaporedju galektinov je med 20 % in 50 %, vendar je znotraj 
skupine dokaj ohranjeno tudi vezavno mesto za ogljikove hidrate. To je razvidno iz 
hidrofilnih aminokislinskih ostankov na sladkor vezoči strani CRD (Slika 2): histidinu na 
položaju 4-S4, argininu na mestu 8-S4, asparaginu na mestih 6-S4 in 5-S5 ter glutaminski 
kislini na mestu 5-S6. Ti aminokislinski ostanki z vodikovimi vezmi v kombinaciji z zelo 
ohranjenim triptofanom na mestu 2-S6, ki omogoča hidrofobne interakcije CH-π, pri 
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galektinih pripomorejo k visoki specifičnosti proteina za β–galaktozide. Variacije teh AK 
namreč lahko vodijo v zmanjšanje ali celo popolno izgubo vezave, vsekakor pa spremembe 
doprinesejo k specifičnosti posameznega proteina za določen tip β–galaktozidov. Še 
največja morfološka raznolikost med galektini se nahaja na območju zank, a je tudi tam 
lahko ujemanje med predstavniki dokaj veliko (1, 6, 7). 
 
Slika 2: Prikaz ohranjenih položajev določenih aminokislinskih ostankov pri galektinih-1, 
3, 7, 8N in 9C (prirejeno po 6). 
1.2.4. Ligandi 
Značilno je, da vezavna afiniteta raste predvsem z daljšanjem sladkorne verige, kar je 
razvidno iz primera N-acetillaktozamina: Kd tega disaharida za galektine se giblje med 90 in 
100 µM, pri interakciji CRD s polilaktozamini pa se Kd spusti v nizko mikro- do visoko 
nanomolarno območje. Jakost vezave seveda variira tudi med makromolekulami in je 
odvisna predvsem od monomerne sestave sladkornega dela makromolekule ter od tipa 
glikozidne vezi. Sploh in vivo, ko oligo- in polisaharidi pogosto nastopajo kot del večjih 
glikolipidov ali glikoproteinov, pa na konstanto disociacije lahko pomembno vpliva tudi 





1.3.1. Strukturne značilnosti 
Galektin-1 (Gal-1) je v raztopini prisoten v ravnotežju med monomerno in homodimerno 
obliko, podobno kot drugi prototipni galektini. Posamično CRD tvori 134 aminokislinskih 
ostankov s skupno molsko maso 14,5 kDa. Sestavljena je iz dveh nasproti ležečih beta 
upognjenih ravnin, ene iz petih (F1-F5) in druge iz šestih (S1-S6a/b) ploskev beta. Gal-1 na 
ribosomih nastaja v monomerni obliki, nato pa potuje na mesto svojega delovanja. Gre za 
protein brez posebnega signalnega zaporedja. Prisoten je v celičnem jedru, membrani ali pa 
je izločen iz celice s pomočjo neklasičnega mehanizma, ki torej ne vključuje aktivnosti 
endopazemskega retikuluma in Golgijevega aparata. Predpostavljeni mehanizem vključuje 
z β-galaktozidi posredovano translokacijo preko membrane, saj so slednji vezani na njeno 
notranjo stran, Gal-1 pa jih lahko specifično prepoznava. Interakcija proteina z ligandom 
premakne ravnotežje v smer tvorbe dimera, pri katerem sta osnovna gradnika med seboj 
povezana predvsem s hidrofilnimi interakcijami. Val5 in Ser7 na ploskvah S1 namreč tvorita 
4 vodikove vezi, dodatnih 5 pa jih dodajo aminokislinski ostanki Lys129, Val131 in Phe133, 
ležeči na ploskvi F1 obeh podenot končnega proteina (12-16). 
Glavno vezavno mesto za ogljikove hidrate tvorijo aminokislinski ostanki od 44-73, nahajajo 
se na ploskvah beta S4-S6a/b. Izmed njih so za vezavo ligandov najpomembnejši His44, 
Asn46, Arg48, His52, Asp54, Val59, Asn61, Trp68, Glu71 in Arg73. Poleg tega se lahko 
oligosaharidi vežejo tudi v dodatni vezavni žep, ki sestoji iz dveh alaninov, dveh levcinov, 
asparagina, valina in glicina (12, 14).     
Poleg vezavnih mest za ogljikove hidrate na nekatere funkcije Gal-1 vpliva tudi njegovo 
redoks stanje. Šest cisteinov v strukturi lektina je odgovornih, da lahko del svojih vlog 
opravlja le v reducirajočem okolju in je tako eden redkih imunomodulatornih proteinov s 
takšnimi lastnostmi. V nasprotnem primeru lahko pride do tvorbe intramolekularnih 
disufidnih vezi, kar vodi v velike konformacijske spremembe in s tem onemogoča vezavo 
ligandov in dimerizacijo proteina. Ravno nasprotno pa se položaj tiolnih skupin ob 
dimerizaciji dovolj spremeni, da je tvorba disulfidnih vezi preprečena in homodimerni 




1.3.2. Vloga galektina-1 
Gal-1 je vpleten v širok spekter bioloških procesov, v katerih sodeluje preko povezovanja 
zunajceličnih glikokonjugatov na celičnih površinah in vpliva na znotrajcelične signalne 
poti. Sodeluje pri diferenciaciji, migraciji, apoptozi in angiogenezi, zato je dokaj razumljivo, 
da je vpleten v patologijo številnih bolezni. S spodbujanjem remielinizacije lajša potek 
multiple skleroze, na katero vpliva tudi preko moduliranja prirojene in pridobljene imunosti. 
Zaradi protivnetnega in angiogenega delovanja je Gal-1 regulator homeostaze krvno-žilnega 
sistema. S svojim tolerogenim in angiogenim delovanjem ter regulacijo rasti pa je 
pomemben za razvoj zarodka. Njegovo izražanje v tem primeru natančno regulirata 
progesteron in estrogen (19-23). 
Dokazana je vpletenost Gal-1 v potek nekaterih infekcijskih bolezni. Primer je denimo 
okužba z virusom HIV, pri kateri se ob njegovi prisotnosti bistveno poveča pritrjevanje na 
imunske celice CD4+. V študijah in vitro so pokazali, da se kinetika vezave virusa na 
limfocite ob prisotnosti Gal-1 pospeši do več kot 40-krat glede na negativno kontrolo. 
Takšno povečanje omogočajo glikani kompleksnega tipa, ki vsebujejo od 2 do 6 β-
galaktozidnih ostankov in se nahajajo na glikoproteinu 120 na virusni ovojnici in 
glikoproteinu CD4. Gal-1 tako lahko prečno poveže glikoprotein 120 z ovojnice retrovirusa 
s CD4 z membrane T celice pomagalke. Na ta način se avidnost virusa HIV do limfocita 
močno poveča. Analogno so Lee P-H in sodelavci dokazali zmanjšanje virulence 
enterovirusa 71 ob odsotnosti aktivnosti galektina-1 in vitro in in vivo (24-27). Prednosti 
zaviranja delovanja Gal-1 pri virusnih okužbah torej niso vprašljive.  
Morda najpomembneje pa Gal-1 vpliva na patogenezo rakavih obolenj. V tumorskem tkivu 
je njegovo izražanje pod nadzorom HIF-1, katerega nivo je povečan v hipoksičnih pogojih. 
Posledično je takrat povečana tudi sinteza Gal-1, ki svoje učinke posreduje predvsem 




Slika 3: Prikaz vloge Gal-1 pri spodbujanju (a) in zaviranju (b) celične adhezije na 
zunajcelični matriks (prirejeno po 27). 
 
Zunaj celic deluje preko prečnega povezovanja glikopeptidov na membrani rakavih celic s 
komponentami zunajceličnega matriksa, kot sta laminin in fibronektin. Na ta način po eni 
strani spodbuja celično adhezijo, po drugi strani pa jo lahko tudi zavira (Slika 3). Gal-1 je 
torej izjemno pomemben tako za samo adhezijo tumorskih celic kot tudi njihovo odlepljanje. 
Na podoben način posreduje agregacijo celic, preko povezave glikanov na membrani dveh 
različnih celic. Poleg tega so Wu M.-H. in sodelavci pokazali, da Gal-1 poveča izražanje in 
dejavnost matriksnih metaloproteinaz 2 in 9, ki imata pomembno vlogo pri razgradnji 
zunajceličnega matriksa. Posledično je nivo izražanja Gal-1 povezan z invazivnostjo in 
potencialom za metastaziranje nekaterih tumorjev, kot je na primer glioblastom (16, 19, 28-
31).  
Sposobnost malignih celic, da zaobidejo imunski sistem, je ena ključnih lastnosti za 
preživetje novotvorbe. Gal-1 inducira apoptozo aktiviranih limfocitov T in tako pri raku 
pomaga zaustaviti imunski odgovor. Sladkorne verige glikopeptidov CD7, CD43 in CD45 
so ligandi, preko katerih Gal-1 spodbuja nadzorovano T celično smrt. Sprva pride do 
prerazporejanja in združevanja CD3 in CD45 ter CD7 in CD43 – dva tipa skupaj tvorita eno 
mikrodomeno – nadaljnji mehanizem, ki vodi v apoptozo, pa še ni povsem razjasnjen (19, 
32, 33). 
Med ligande Gal-1 zaradi pestre N- in O- glikozilacije sodi tudi koreceptor receptorja za 
vaskularni endotelijski rastni dejavnik (VEGFR), nevropilin-1 (NRP-1). Prvi je ob 
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konstitutivnem delovanju glavni signalni dejavnik za razrast novih žil, vezava Gal-1 z NRP-
1 pa spodbuja njegovo fosforilacijo. Posledično endotelne celice učinkoviteje migrirajo in 
se bolje pritrjujejo, kar vodi v razrast novih žil. Po internalizaciji iz tumorskega mikrookolja 
v endotelij, se preko delovanja RAS, Gal-1 v angiogenezo vplete tudi znotrajcelično. 
Odgovoren je namreč za sidranje H-Ras v celično membrano, kar je eden od začetnih 
korakov pri aktivaciji signalne poti MAPK/ERK (16, 19, 34, 35). 
1.3.3. Zaviralci galektina-1 
Glede na številne biokemijske kaskade, katerih del je Gal-1, je razumljivo, da je zanimanje 
za razvoj učinkovitih zaviralcev veliko. Noben izmed ligandov Gal-1 pa preboja v terapijo 
še ni dosegel. Dosedanji zaviralci so si strukturno različni, saj lahko Gal-1 relativno 
učinkovito zaviramo tako z glikomimetično molekulo, kot tudi z molekulami, ki v strukturi 
ne vsebujejo sladkornih komponent (Preglednica 2) (36). 
Preglednica 2: Prikaz izbranih ligandov galektina-1 (prirejeno po 37-40). 
Ime 
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Avtor Struktura Povzetek lastnosti 
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Spojina z gulozidnim 
osnovnim skeletom izkazuje 
selektivnost za Gal-1, ob 
relativno nizki jakosti vezave 







Podatka o selektivnosti ni na 
voljo. Izkazuje citotoksične 
lastnosti napram različnim 
tumorskim celičnim linijam 
in vitro (IC50 = 3,3-10,4 µM) 
s povišanim izražanjem Gal-
1. Kljub temu je ob 
LogP=5,57 in M=701,47 
g/mol vrednost potencialne 









Spojina izraža določeno mero 
selektivnosti. Afiniteta do 
Gal-1 (Kd = 170 µM) je 4,2-
krat večja kot do Gal-3 (Kd = 
710 µM), na druge galektine 








Spojina, ki izkazuje zelo 
visoko jakost vezave do Gal-
1 (Kd = 0,22 µM), a je sicer 
selektivna za Gal-3 (Kd = 
0,068 µM). Trenutno je v 




Iz priloženih konstant disociacije, prikazanih v 
Preglednici 2, je mogoče razbrati, da mimetiki 
osnovnega liganda – laktoze – niso nujno močnejši 
zaviralci. Strukturne modifikacije na galaktozi so sicer 
najpogostejši in trenutno najučinkovitejši pristop 
načrtovanja ligandov Gal-1. Največkrat molekulo 
spreminjamo na mestih 1 in 3. Na teh položajih smo 
strukturo spreminjali tudi pri svojem raziskovalnem 
delu. Simulacija vezave spojine 1b z Gal-1 nam razkriva 
predpostavljene interakcije s ključnimi AK ostanki 
opisanimi v poglavju 1.3.1. (Slika 4). Pomembno na 
afiniteto ligandov do Gal-1 in drugih galektinov vpliva 
dolžina sladkorne verige. To je razvidno že iz zmanjšanja Kd pri prehodu iz 
monosaharidnega v disaharidni zaviralec na primeru spojin 1b in TDG139 (36-40). 
Sočasno z majhnimi molekulami se razvijajo tudi makromolekularni ligandi Gal-1. Primeri 
tovrstnih spojin so na primer: proti-angiogeni polipeptid Anginex, ki preprečuje privzem 
Gal-1 v endotelijske celice in posredno vsidranje H-Ras v celično membrano, monoklonska 
Slika 4: Prikaz vezavne 
konformacije spojine 1b z Gal-
1, ki so jo pridobili s sidranjem 
(povzeto po 39).  
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protitelesa in aptameri, ki nevtralizirajo Gal-1, ter galaktomanan DAVANAT, ki spodbuja 
T celični odziv proti tumorskim celicam (36). 
1.4. Galektin-8 
1.4.1. Strukturne značilnosti 
Galektin-8 je bil odkrit nekoliko kasneje in je glede na galektin-1 temu primerno manj 
raziskan. Gen zanj leži na kromosomu 1, q 43 in zaradi različnega izrezovanja ter posledično 
različnih verig mRNA kodira sedem izoform tega proteina. Tri izmed njih se uvrščajo med 
tandemsko ponavljajoče se galektine z molsko maso 34-36 kDa, preostale izoforme s 
posamezno N-končno domeno pa uvrščamo med prototipne lektine. Nivo izražanja slednjih 
je toliko manjši, da ga lahko zanemarimo in Gal-8 uvrstimo med tandemsko ponavljajoče se 
galektine. Njegovi N- in C-končni CRD, ki sta kot pri Gal-1 sestavljeni iz ˝ sendviča beta˝, 
povezuje vmesni polipeptid. Ravno različna dolžina povezovalnega dela proteina je kriterij 
pri delitvi podtipov humanega Gal-8 na dolgo (hGal-8L), srednjo (hGal-8M) in kratko (hGal-
8S) obliko. hGal-8M je s 317 AK ostanki in povezovalnim peptidom iz 28 AK najpogostejša 
med njimi, CRD te izoforme pa izražata približno 38 % homologijo v aminokislinskem 
zaporedju (41-44). 
Večina galektinov, vključno s 139 AK ostankov dolgo C-končno CRD galektina-8, z visoko 
afiniteto veže podobne ligande. Njihov značilen strukturni motiv je galaktoza, povezana z 
N-acetilglukozaminom preko 1→3 ali 1→4 O-glikozidne vezi (41, 45). CRD Gal-8N v 
nasprotju s C-končno domeno izkazuje večjo specifičnost za ligande, katerih galaktoza je na 
mestu 3-O substituirana s sialično kislino oziroma je sulfatirana. Pomembna je torej 
funkcionalna skupina z negativnim nabojem. Razlog tiči v različnih aminokislinskih 




Slika 5: Prikaz prekrivanja CRD-Gal-8C v modri s CRD-Gal-8N v rožnati barvi. Z rdečo 
so označene pomembnejše razlike med vezavnima mestoma (prirejeno po 45). 
Najpomembnejši AK ostanek za različno vezavno specifičnost Gal-8N je Arg59 (Slika 5), 
ki pri C-končni domeni ni prisoten. Arg45 tvori vodikovo vez s kisikovim atomom 
sladkornega obroča, kar zagotavlja pravo usmerjenost COO- skupine sialične kisline in tako 
možnost močne ionske interakcije. Pomemben za specifičnost N-končne domene je tudi 
Glu47, ki ga zgornja slika ne prikazuje. Dodatno je spremenjena dolžina in posledično 
položaj zanke S3-S4, na kateri se nahaja tudi prej omenjeni Arg59. Pri CRD Gal-8N je zanka 
daljša in seže v vezavno mesto, medtem ko pri CRD Gal-8C pa Arg59 vezavnega mesta ne 
doseže. Vezavni mesti sta si sicer z ohranjenimi temeljnimi AK ostanki His53, Asn55, 
Arg57, Val64, Asn66, Trp73 in Glu76 relativno podobni, a ima N-končna domena zaradi 
manjših sprememb bistveno drugačno afiniteto od večine galektinskih CRD (44-46). 
1.4.2. Vloga galektina-8 
Galektin-8 ima, podobno kot ostali galektini, širok spekter delovanja. S povečevanjem 
izražanja liganda za receptor za aktivacijo jedrnega dejavnika-κB (RANKL) in zaviranjem 
izražanja osteoprotegerina vpliva na patogenezo osteoporoze. Na različne načine pa se lahko 
vplete v modulacijo imunskega odgovora. Prek zaviranja Ser/Thr kinaze mTor in interakcije 
z receptorjem NDP52 Gal-8 sodeluje pri aktivaciji avtofagije ob znotrajceličnih bakterijskih 
okužbah in drugih lizosomskih poškodbah. Poleg tega ima lahko pomemben vpliv na celice 
pridobljenega imunskega sistema. Nadzoruje namreč tako z limfociti B, predvsem pa z 
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limfociti T posredovan imunski odgovor. Sproža lahko apoptozo nezrelih  celic T, spodbuja 
njihovo pomnoževanje ali pa deluje kostimulatorno. Ob sočasnem vplivu na prepustnost 
endotelija in povečevanju adhezije imunskih celic nanj je jasno, da je Gal-8 pomemben 
regulator fiziološkega in patološkega vnetja (47-50).  
Podobno kot Gal-1 je tudi Gal-8 pomemben dejavnik tumorske angiogeneze. Izražanje in 
delovanje obeh galektinov v endoteliju pa se nekoliko razlikuje. Za mehanizem, preko 
katerega Gal-8 direktno spodbuja razvoj novega žilja, je najverjetneje pomembna interakcija 
s transmembranskim glikoproteinom CD166 in integrini. Dodatno lahko Gal-8 poveča 
izločanje VEGF iz α-granul trombocitov in tako posredno pospeši pomnoževanje 
endotelijskih celic in tubulogenezo. Za razliko od ostalih galektinov je vpleten tudi v 
limfangiogenezo. Ligand, odgovoren za to delovanje, je glikoprotein podoplanin, ki zaradi 
disializiranih sladkornih enot ustreza vezavni specifičnosti Gal-8 in se v veliki meri izraža v 
limfatičnem, ne pa tudi v krvnem žilju. Podobno kot vaskularna, je tudi limfangiogeneza 
pomemben korak pri metastaziranju, saj omogoča povezavo med krvnim in limfnim 
obtokom (42, 50-52). 
Gentilini L. D. in sodelavci so na modelu raka prostate potrdili, da odsotnost Gal-8 močno 
zmanjša sposobnost rakavih celic za metastaziranje. S preurejanjem celičnega citoskeleta in 
sodelovanjem pri razvoju filopodijev Gal-8 namreč poveča zmožnost rakavih celic za 
migracijo. Preko spodbujanja izražanja transmebranskega E-kadherina zvečuje učinkovitost 
homoagregacije, ki je ključna za preživetje skupkov tumorskih celic v krvnem obtoku. Poleg 
tega lahko Gal-8 spodbuja rast in preprečuje apoptozo glioblastomskih celic U87. V 
človeškem organizmu je korelacija med prisotnostjo tega galektina in napredovanjem 
tumorja potrjena pri kolorektalnem raku in raku dojke. Ugotovili so, da serumske 
koncentracije Gal-8 glede na zdrave ljudi bolj porastejo pri razsejani obliki bolezni. V 
takšnih koncentracijah Gal-8 močno spodbuja adhezijo rakavih celic na endotelijske celice 




1.4.3. Zaviralci galektina-8 
Preglednica 3: Prikaz nekaterih znanih zaviralcev galektina-8 in disociacijskih konstant 


















































V primerjavi z Gal-1 je znanih sinteznih ligandov Gal-8 bistveno manj (Preglednica 3). 
Večina izmed njih se veže na N-končno CRD in temelji na monosaharidu galaktozi, 
substituirani na mestih 1 in 3. Substituent na mestu 3 pri najučinkovitejših ligandih vsebuje 
karboksilno kislino, ki ob pravi usmeritvi omogoča tvorbo interakcij z Arg59. Pri spojinah 
3, 5 in 6, ki so predstavljene v Preglednici 3, za usmerjenost karboksilata skrbi dušikov atom 
kinolina, ki omogoča tvorbo vodikove vezi. Spojina 3 z Gal-8N tvori stabilnejše komplekse 
od ostalih zaradi uvedbe alfa 3,4-diklorotiofenola na mesto 1, ki lahko, za razliko od metilne 
skupine, tvori dodatne dipolne in hidrofobne interakcije. Še bolj se v tem primeru poveča 
afiniteta do Gal-3 (Kd (spojina 3) = 1,2 µM). Tovrsten pristop torej izboljša vezavo, a bistveno 
zmanjša selektivnost spojin. Podobne interakcije omogoča tudi uvedba tiotoluena na isto 
mesto, ob ohranitvi alfa konfiguracije anomernega centra. Dober primer zaviralca Gal-8N je 
tudi spojina 1, ki ima s to CRD razrešeno tudi kristalno strukturo (Slika 6). Razvidno je, da 
lahko tvori vodikove vezi z AK ostanki Arg45, Gln47, Arg65, Asn67, Arg69, Asn79 in 
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Glu89 ter ionske interakcije z Arg59. Bohari in sodelavci so ob dokaj nizki Kd ugotovili 
njeno selektivnost napram Gal-8C, podatkov o testiranjih na drugih galektinih pa ni na voljo 
(56, 57). 
 
Slika 6: Prikaz razrešenih kristalnih struktur Gal-8N z a) metil 3-O-[1-karboksietil]-β-D-
galaktopiranozidom in b) lakto-N-neotetraozo. Posebej označen je AK ostanek Arg59 na 
zanki S3-S4, ki ob vezavi lahko spreminja položaj in tako pomembno vpliva na vezavno 
specifičnost (prirejeno po 57, 58). 
 
Vezavo poleg zaviralcev (Preglednica 3), ki temeljijo na galaktozi, izkazujejo tudi nekatere 
oligosaharidne spojine. Mednje sodi tudi komponenta mleka lakto-N-neotetraoza (LNnT), 
ki ima z Gal-8 tudi razrešeno kristalno strukturo (Slika 6). Zaradi ustrezne velikosti in 
usmerjenosti sladkornih obročev lahko ta tetrasaharid tvori vodikove vezi z Gln47 in Asp49 
v ohranjenem delu vezavnega mesta. Obenem jakost vezave povečujejo interakcije CH-π s 
Tyr141 in potencialno nastanek indirektne vodikove vezi z Arg59. Oba omenjena AK 
ostanka sta specifična za Gal-8N. Zanimivo je, da Arg59 ob vezavi z LNnT zavzame 





2. Namen dela 
Namen magistrske naloge je načrtovati, sintetizirati in ovrednotiti nove ligande galektinov-
1 in -8 in tako pridobiti obširnejše znanje o odnosu med strukturo in delovanjem teh spojin. 
Na ta način želimo razjasniti, kateri so ključni deli spojin, ki so odgovorni za doseganje 
selektivnosti napram ostalim galektinom ob ohranitvi vezavne afinitete. Istovetnost 
pripravljenih in čistoto končnih spojin bomo ovrednotili s tankoplastno kromatografijo 
(TLC), jedrsko magnetno resonanco (NMR), masno spektrometrijo (MS) in tekočinsko 
kromatografijo (HPLC). Njihovo vezavo na različne galektine pa bodo z metodo 
fluorescenčne anizotropije testirali partnerji pri projektu iz Univerze v Lundu na Švedskem. 
Skupno bomo načrtovali tri knjižnice ligandov (A, B in C), ki so prikazane na Slikah 7, 8 in 
9 in opisane spodaj. Spojine iz skupine A bodo, podobno kot preostali knjižnici, temeljile na 
1,3-disubstituirani galaktozi, ki je običajno kot del glikopeptidov tudi fiziološki ligand 
galektinov. S spojinami iz te knjižnice bomo ovrednotili predvsem vlogo substituenta na 
mestu 3 pri povečevanju vezavne afinitete do Gal-8N. Ugotoviti želimo, kateri položaj 
karboksilne kisline ali njenega estra (orto, meta ali para) na benzenovem obroču je 
najugodnejši za vezavo. Arg59 v vezavnem mestu spreminja svojo konformacijo v 
odvisnosti od vezanega liganda, zato lahko različno mesto substitucije benzenovega obroča 
pomembno vpliva na vezavno afiniteto. Negativno nabita karboksilna kislina liganda lahko 
ob pravi usmeritvi tvori močne ionske interakcije z omenjenim argininom, obenem pa 
omogoča tudi tvorbo nekoliko šibkejših vodikovih vezi z vezavnim mestom. Tako lahko 
ustrezen položaj karboksilata močno poveča afiniteto spojin do CRD Gal-8N. 1,4-
disubstituiran triazolni del molekule je namenjen predvsem rigidizaciji in tvorbi vodikovih 
vezi, preko katerih želimo zagotoviti pravilno usmeritev karboksilata. Rezultati vrednotenja 
afinitete spojin bodo nadalje naše vodilo pri načrtovanju knjižnice C. 
S spojinami iz knjižnice B bomo ugotavljali predvsem, kakšno vlogo imajo pri vezavi z Gal-
1 različne funkcionalne skupine na benzenovem obroču, ki je končni del substituenta na 
mestu 3. V predhodnem delu smo v raziskovalni skupini ugotovili, da spojina z acetamidom 
na položaju orto kaže veliko selektivnost ob relativno močni vezavi z Gal-1 (neobjavljeni 
rezultati). Zato bomo preverili, kako na afiniteto molekul z o-acetamidofenilnim 
fragmentom vpliva uvedba dodatnega substituenta na aromatski obroč. Pri raziskavah in 
silico smo ugotovili tudi, da bi lahko zamenjava o-acetamida z večjim in bolj lipofilnim 
amidom izkoriščala lipofilni žep v vezavnem mestu. Na ta način bi lahko omogočili tvorbo 
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dodatnih hidrofobnih interakcij in s tem povečanje vezavne afinitete. Ugotoviti želimo tudi, 
kako na jakost vezave vpliva zamenjava amida za funkcionalne skupine, kot so hidroksilna, 
sulfonamidna in nitro skupina. Slednje namreč podobno kot amidna skupina omogočajo tako 
donorske kot akceptorske vodikove vezi. Obenem se od amida nekoliko razlikujejo po 
številu vezi, ki jih lahko tvorijo in po steričnih lastnostih. Spremljali bomo tudi, kakšen vpliv 
ima uvedba p-tiotoluena na mesto 1. 
A) Načrtovana knjižnica šestih spojin, katerih osnovni motiv je 1-metil-3-(1-fenil-1H-
1,2,3-triazol-4-il)metil-β-D-galaktopiranozid. 
  
Slika 7: Prikaz osnovnega skeleta spojin iz knjižnice 
A. 
B) Načrtovana knjižnica enajstih spojin, ki temeljijo na 4-metilfenil 3-(4-{O-
[fenil]hidroksimetil}1H-1,2,3-triazol-1-il)-1-tio--D-galaktopiranozi.  
 








Prikaz funkcionalnih skupin, ki 
jih bomo uvajali v molekulo. 
R1= COOH, COOMe, H 
R2= COOH, COOMe, H 
R3= COOH, COOMe, H 
 
Prikaz funkcionalnih skupin, ki jih 
bomo uvajali v molekulo. 
R1= , ,  , 
, CH2OH, NO2, H 
R2= , Cl, H 
R3= , Cl, H 




C) Načrtovana knjižnica treh spojin, katerih osnovni skelet se razlikuje od večjih skupin 
ligandov A in B. 
 
Slika 9: Prikaz struktur spojin iz knjižnice C. Zaradi strukturne raznolikosti so dodatno 
označene kot C-1, C-2 in C-3. 
Spojini C-1 in C-2 bosta predstavljali analoga ligandov iz knjižnice A, ki bodo izkazovali 
najboljše delovanje na Gal-8N. S spojino C-1 želimo z α-tiotoluenskim fragmentom na 
anomernem centru galaktoze doseči ugoden položaj tiotoluena za tvorbo dodatnih 
hidrofobnih interakcij z vezavnim mestom. Pri spojini C-2 bomo galaktozno ogrodje 
molekule zamenjali za D-galaktalom, ki se je v testiranjih partnerske raziskovalne skupine 
izkazal kot obetaven ligand Gal-8N. Zato bi s takšno menjavo lahko dosegli znatno 
povečanje afinitete molekule do tega galektina. Spojina C-3 se od spojin iz skupine A 
razlikuje po substituentu na mestu 3 na galaktopiranozidu, saj gre za uvedbo metil 2-
acetamidobenzoata namesto strukture s triazolnim obročem. Amid v tem primeru morda 
lahko tvori vodikovo vez, ki bo poskrbela za ustrezen položaj metilnega estra in tako 





3. Materiali in metode 
3.1. Reagenti in topila 
Pri eksperimentalnem delu smo uporabljali reagente in topila proizvajalcev: TCI, Merck, 
Acros Organics, Sigma-Aldrich in Fluka. Nekaterim topilom (metanol, diklorometan, 1,4-
dioksan) smo delež prisotne vode zmanjšali z uporabo molekularnih sit, ki smo jih 
predhodno segreli in nato še vroča prelili s topilom. 
3.2. Kromatografske metode 
Tankoplastna kromatografija (TLC) – Pri direktnem spremljanju poteka kemijskih 
reakcij smo si pomagali s kromatogrami TLC, na katere smo nanašali reagente in reakcijske 
zmesi ter spremljali ločbo na podlagi polarnosti. Uporabljali smo ploščice proizvajalca 
Merck (TLC Silica Gel 60 F254), ki imajo na aluminijastem nosilcu nanešeno 0,2 mm debelo 
plast silikagela. Kot mobilno fazo smo uporabljali predvsem mešanici diklorometan/metanol 
in etilacetat/heksan v različnih razmerjih. Lise na kromatogramu smo detektirali s pomočjo 
svetlobe UV (=254 nm), ob tem pa smo si pomagali tudi z orositvenimi reagenti kot so 
fosfomolibdenska kislina, ninhidrin in železov(III) klorid. 
Kolonska adsorpcijska kromatografija – Za čiščenje in izolacijo končnih ter nekaterih 
vmesnih produktov smo uporabljali steklene kolone različnih velikosti. Količino 
uporabljenega silikagela (Merck, Silica Gel 60 F254) z velikostjo delcev 0,040-0,063 mm 
smo prilagajali glede na količino vzorca, ki smo ga želeli čistiti. V odvisnosti od lastnosti 
spojin smo za mobilno fazo uporabljali predvsem mešanici diklorometan/metanol in etil 
acetat/heksan v različnih razmerjih. Izvedbo kromatografije smo po potrebi pospešili z 
uporabo nadtlaka. 
Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) – HPLC analize končnih spojin 
smo izvedli na Fakulteti za farmacijo na instrumentu 260 Infinity II LC (Agilent 
Technologies Inc., Santa Clara, CA, ZDA) sklopljenem z detektorjem UV-VIS. Pri delu 
smo uporabljali kolono Waters XBridge C18 (3,5 μm, 4,6 mm × 150 mm). Mobilna faza je 
vsebovala zmes acetonitrila (topilo A) in 0,1% mravljične kisline v 1% acetonitrilu v 
visoko prečiščeni vodi (topilo B). Gradient topila A je bil: 0-1,0 min, 25%; 1,0-6,0 min, 
25%-98%; 6,0-6,5 min, 98%; 6,5-7,5 min, 98%-25%; 7,5-10,5 min, 25%. Ultračisto vodo 
smo pridobili s sistemom Millipore Advantage A10. Kromatografijo smo izvedli pri 
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pretoku mobilne faze 1,5 mL/min in vanjo injicirali 5 µL raztopine vzorca. Spojine smo 
detektirali pri 254 nm.  
3.3. Spektroskopske metode 
Jedrska magnetna resonanca 1H- in 13C-NMR – Identiteto vmesnih in končnih produktov 
smo potrjevali s pomočjo snemanja in vrednotenja protonskih spektrov NMR. Identiteto 
nekaterih končnih produktov smo dodatno potrdili s spektrom 13C-NMR. Vse spektre smo 
posneli na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani z NMR-spektrometrom Bruker 
Avance DPX400. Pri pripravi vzorcev smo uporabljali devterirana topila CD3OD, CDCl3 in 
DMSO-d6 z dodanim tetrametilsilanom kot internim standardom.  
Masna spektrometrija / visoke ločljivosti (MS / HRMS) – Masni spektri so bili posneti 
na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani s spektrometrom ADVION expression CMSL 
(Advion Inc., Ithaca, USA), ki vzorec ionizira z razprševanjem v električnem polju (ESI). 
Masni spektri visoke ločljivosti so bili posneti na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani 
s spektrometrom Exactive Plus Orbitrap (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).  
3.4. Določanje temperature tališča 
Kofflerjev mikroskop z ogrevalno mizico – Tališča končnih spojin smo določali z 
mikroskopom proizvajalca Leica, kjer na podlagi opazovanja ocenimo, kdaj se je molekula 
stalila. 
3.5. Računalniška programska oprema 
Chemdraw 18.1 – S programom podjetja CambridgeSoft smo si pomagali pri risanju 
strukturnih formul spojin, reakcijskih shem in IUPAC poimenovanju spojin. 
MestReC in MestReNova – S programi proizvajalca Mestrelab Research S.L. smo obdelali 
posnete NMR-spektre spojin. 
Programski paket OpenEye – Računalnik, ki smo ga pri delu uporabljali, je imel štiri jedrni 
procesor Intel® Core ™, 16 GB fizičnega pomnilnika (RAM), 128 GB SSD in 1 TB velik 
vrtljiv trdi disk. Pri molekulskem sidranju ligandov smo si najprej s pomočjo Chemdraw 
18.1 pripravili ligande za sidranje, ki smo jih izbrali na podlagi rezultatov testiranja afinitete 
končnih spojin. Pripravljen zapis strukture spojin v zapisu SMILES smo s programom 
OMEGA pretvorili v knjižnico konformerov posamezne spojine, ki smo jo potem uporabili 
za delo s programom za sidranje ligandov. Iz proteinske podatkovne baze (www.rcsb.org) 
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smo prenesli datoteke z galektinom-1, kristaliziranim s spojino TDG-139 (4Y24), in 
galektinom-8, kristaliziranim s sialillaktozaminom (3VKO) ter metil 3-O-(karboksietil)-
beta-D-galaktopiranozidom (5VWG). S programom MAKE RECEPTOR 3.3.0.3 smo nato 
na podlagi prenesenih proteinov pripravili vezavno mesto tako, da smo izbrali ustrezen del 
proteina z aminokislinskimi ostanki, vpletenimi v vezavo. Uporabili smo privzete nastavitve 
za sidranje in pripravo vezavnega mesta. S kontrolno ploščo programskega paketa OpenEye 
smo nato sidrali knjižnico ligandov v pripravljeno vezavno mesto. Dobljene rezultate smo 
nato interpretirali in vizualizirali s programom VIDA 4.4.0.4 in na slikah prikazali vezavne 
konformacije, ki jih je program na podlagi cenilne funkcije Chemgauss4 ocenil kot najbolj 
ugodne. 
3.6. Testiranje afinitete končnih spojin 
Končne spojine so s pomočjo fluorescenčne anizotropije ovrednotili partnerji z Univerze v 
Lundu na Švedskem. Test temelji na obsevanju vzorca in standarda s polarizirano svetlobo, 
ki ob prehodu skozi vzorec vzbuja fluorescentno sondo. V tem primeru je sonda saharid, 
označen s fluoresceinom, ki tekmuje z našimi spojinami za vezavo z galektini. Polarizacija 
emitirane svetlobe se zmanjšuje v obratnem sorazmerju s količino proste fluorescenčne 
molekule. Nevezane molekule imajo namreč bistveno večjo prostost pri gibanju, zato se v 
času vzbujenega stanja bolj vrtijo in tako bolj zmanjšajo polarizacijo svetlobe kot molekule, 
stabilizirane v vezavnem mestu. Polarizacijo, ki izraža razmerje med količino vezane in 






4. Eksperimentalni del 
4.1. Reakcijske sheme 
Shema 1 prikazuje potek sinteze ligandov iz knjižnice A. V prvi stopnji smo iz metil-β-D-
galaktopiranozida (1) pripravili eter na mestu 3, na katerega smo uvedli propargilno skupino. 
Paralelno smo iz spojine 3a pripravili metilni ester z uporabo katalitične količine 
žveplove(VI)  kisline. V naslednjem koraku smo s t.i. reakcijo klik, ki poteka v prisotnosti 
bakrovega jodida in N,N-diizopropiletilamina v acetonitrilu, tvorili triazol med spojino 2 in 
sintetizirano spojino 4a. Postopek smo ponovili še z že vnaprej pripravljenimi spojinami 4b-
d. Na ta način smo sintetizirali prve štiri končne spojine (5a-d), nadaljnji dve (6a-b) pa smo 
pridobili z bazično katalizirano hidrolizo metilnih estrov benzojske kisline. 
 
 
Shema 1: Sinteza spojin iz knjižnice A. Reagenti in pogoji: (a) brezvodni DMF/MeCN=1:9, TBAB, 
dibutilkositrov diklorid, K2CO3, propargil bromid, argonova atmosfera, 80 °C, 3 h; (b) MeOH, H2SO4 (kat.), 
55 °C, 20 h; (c) MeCN, CuI (kat.), DIPEA, sobna T, 20 h; (d) 1 M NaOH, MeOH, 55 °C, 20 h. 
 
Na Shemi 2 je prikazana sinteza intermediatov, ki smo jih uporabili pri sintezi končnih spojin 
iz knjižnice B. Iz spojin 7 in 11 smo v prvi stopnji na enak način tvorili acetamid na položaju 
para in orto glede na fenolno hidroksilno skupino. Obema smo v naslednjem koraku na fenol 
uvedli propargilno skupino v reakciji (b), ki je skupna vsem končnim spojinam iz knjižnice 
B. Z uporabo kalijevega karbonata smo preko tvorbe soli povečali nukleofilnost fenolne 
hidroksilne skupine, ki je nato s propargil bromidom reagirala do želenih spojin. Na ta način 
smo pripravili spojini 9 in 13, iz katerih smo kasneje tvorili končne spojine. Iz spojine 9 smo 
v dvostopenjski reakciji (c) preko redukcije z železom v ocetni kislini in nadaljnji nukleofilni 
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substituciji sintetizirali še diacetamidni derivat 10, ki smo ga nadalje uporabili pri sintezi 
končnih spojin. Pri tej reakciji smo s predhodno uvedeno propargilno skupino poskrbeli za 
selektivnejši potek reakcije, saj smo se znebili fenolne hidroksilne skupine, ki je 








Shema 2: Prikaz sinteze substituentov na mestu 3 pri sintezi knjižnice B. Reagenti in pogoji: (a) destilirana 
voda, Ac2O, 0 °C, 2 h; (b) aceton ali EtOAc, K2CO3, propargil bromid, argonova atmosfera, 50 °C 
(aceton)/70 °C (EtOAc), 20 h; (c) i) CH3COOH, Fe, sobna T, 20 h, nato ii) Ac2O, 55 °C, 20 h; (d) EtOAc, 
ciklopropankarbonil klorid, Et3N, argonova atmosfera, 0 °C do sobne T, 5 h; (e) suh DKM, DIPEA, 2-
fenilacetil klorid, argonova atmosfera, 0 °C do sobne T, 20 h; (f) i) CH3COOH, Fe, sobna T, 20 h, nato ii) 
metansulfonil klorid, NaHCO3, 0 °C do sobne T, 20 h. 
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Preko tvorbe amidne vezi z uporabo primarnih aminov in kislinskih kloridov smo pripravili 
tudi spojini 15 in 17. Reakciji za pripravo se razlikujeta po vrsti kislinskega klorida, 
uporabljenem topilu in bazi, ki pri reakciji služi za nevtralizacijo sproščene HCl. V 
naslednjem koraku smo z reakcijo (b) pripeli še propargilno skupino ter dobili spojini 16 in 
19, ki smo ju lahko uporabili za sintezo končnih spojin. Pri postopku priprave analoga s 
sulfamoilno skupino na položaju orto glede na hidroksilno skupino smo zaradi kislosti 
sulfonamida najprej pripravili 1-nitro-2-(propan-2-in-1-hidroksil)benzen (20). Na ta način 
smo z dvostopenjsko reakcijo redukcije s sledečo nukleofilno substitucijo lahko pripravili 
N-(2-(prop-2-in-1-oksil)fenil)metansulfonamid (21). Poleg tega smo tudi spojino 20 
uporabili za sintezo dodatnega končnega produkta. Za pripravo intermediatov 23, 25, 27 in 
29 pa smo iz vnaprej pripravljenih spojin lahko zgolj z uporabo reakcije (b) prišli do želenih 
spojin. 
Shema 3 ponazarja sintezo končnih produktov iz skupine B z uporabo intermediatov 
predstavljenih v Shemi 2. Tekom raziskovalnega dela smo prilagodili sintezni postopek t.i. 
reakcije klik, pri kateri smo namesto Cu+ (CuI) v začetno reakcijsko zmes dodali Cu2+ ione 
v obliki CuSO4 in dodali še natrijevo sol vitamina C (natrijev askorbat). Na ta način smo 
omogočili tvorbo Cu+ in situ, ki reakcijo katalizirajo. Tako smo izboljšali ter olajšali 
postopek čiščenja, ki je bilo pri poskusu sinteze spojin 31i in 31j po sinteznem postopku s 
CuI neuspešno. Ločbo s kolonsko adsorpcijsko kromatografijo je močno oteževal N,N-
diizopropiletilamin, ki se je izločal skupaj s produktom. Zaradi menjave reaktantov je bila 




Shema 3: Sinteza končnih produktov iz knjižnice B. Reagenti in pogoji: Reagenti in pogoji: (a) MeCN, 
DIPEA, CuI, argonova atmosfera, sobna T, 1-2 dni - (sinteza spojin 5a-d (knjižnica A), 31h in 31i); (b) 
H2O/MeOH=1:1, CuSO4, natrijev askorbat, argonova atmosfera, sobna T, 20 h – (sinteza spojin 31a-g, 31j in 
31k). 
 
Sinteza spojin iz knjižnice C je prikazana v Shemi 4. Sintezo končnega produkta 39 smo 
začeli iz D-galaktoze (32), ki smo jo sprva peracetilirali (33), nato pa smo ji v stereoselektivni 
reakciji (b) na anomerno mesto uvedli p-tiotoluenski substituent (34). Sledila je odstranitev 
acetilne zaščitne skupine s hidroksilnih skupin (35) in uvedba propargilne skupine na mesto 
3 z reakcijo (d) (36). Paralelno smo pripravili m-azidobenzojsko kislino, ki je s spojinama 
36 in 41 reagirala do končnih spojin 39 in 42. Reakcija (f), s katero smo pripravili spojini 41 
in 45, je podobna reakciji (d) za sintezo produkta 36. Postopka se razlikujeta v prvem koraku. 
Pri načinu (d) dodamo zgolj katalitično količino dibutilkositrovega diklorida, pri načinu (f) 
pa v prvi stopnji dibutilkositrov oksid kvantitativno tvori kompleks s sladkorjem, v drugem 





Shema 4: Prikaz sinteze treh končnih produktov iz knjižnice C. Reagenti in pogoji: (a) piridin, Ac2O, 0 °C do 
sobne T, 20 h; (b) suh DKM, BF3OEt2, p-tiotoluen, argonova atmosfera, 0 °C (prvi dve uri), nato sobna T, 18 
h; (c) MeOH, NaOMe, sobna T, 24 h; (d) MeCN, K2CO3, TBAB, propargil bromid, dibutilkositrov diklorid, 
80 °C, 20 h; (e) MeCN, terc-butilnitrit, azidotrimetilsilan, 0 °C do sobne T, 20 h; (f) H2O/MeOH=1:1, CuSO4, 
natrijev askorbat, argonova atmosfera, sobna T, 20 h; (g) i) suh MeOH, dibutilkositrov oksid, argonova 
atmosfera, T refluksa, 4 h, nato ii) suh 1,4-dioksan, TBAB, propargilbromid (samo pri sintezi 41), 90 °C 20 h; 









4.2. Sintezni in analitski postopki 
4.2.1. Sinteza spojin iz knjižnice A 
Sinteza metil 3-O-[propargil]--D-galaktopiranoze (2). V bučko smo natehtali metil -D-
galaktopiranozo (1) (500 mg, 2,57 mmol), kalijev karbonat (K2CO3) (534 mg, 3,86 mmol), 
tetrabutilamonijev bromid (TBAB) (85 mg, 0,26 mmol) in dibutilkositrov diklorid (81 mg, 
0,27 mmol). Reaktante in reagente smo nato delno raztopili v 1 mL N,N-dimetilformamida 
in 9 mL acetonitrila in prepihali z argonom. Po prepihavanju smo dodali propargil bromid 
(0,4 mL, 5,31 mmol) in reakcijsko zmes na oljni kopeli segreli na 80 °C. Reakcija je ob 
mešanju pri 80 °C potekala 3 h, nato smo jo ustavili. V prvem koraku izolacije smo 
neraztopljene spojine odfiltrirali z odsesavnjem, matičnici pa smo nato uparili topilo pod 
znižanim tlakom. Produkt smo izolirali s kolonsko adsorpcijsko kromatografijo. Kot 
mobilno fazo smo uporabili DKM:MeOH = 9:1 in nato tekom dela postopno povečevali 
polarnost do DKM:MeOH = 4:1. Izkoristek reakcije: 57 %; belo strjeno olje; Rf 
(DKM:MeOH = 9:1) = 0,30; 1H NMR (400 MHz, CD3OD) δ 4,39 (dd, J1 = 3,6 Hz, J2 = 2,4 
Hz, 2H, C-CH2-O-CH), 4,18 (d, J = 7,7 Hz, 1H, CH), 4,09 (dd, J1 = 3,2 Hz, J2 = 0,9 Hz, 1H, 
CH), 3,81-3,72 (m, 2H, CH-CH2-OH), 3,61 (dd, J1 = 9,7 Hz, J2 = 7,7 Hz, 1H, CH), 3,55 (s, 
3H, CH3), 3,54 – 3,50 (m, 2H, 2×CH), 2,88 (t, J = 2,4 Hz, 1H, O-CH2-CCH) ppm.  
Sinteza metil 4-azidobenzoata (4a). V bučko smo natehtali 4-azidobenzojsko kislino (500 
mg, 3,06 mmol) (3a) in jo raztopili v nekaj mililitrih metanola. Nato smo dodali nekaj kapljic 
96 % H2SO4 (katalitična količina) in reakcijsko zmes segreli na 55 °C. Po dveh dneh smo 
reakcijo ustavili in produkt čistili s kolonsko adsorpcijsko kromatografijo, pri kateri smo 
uporabili mobilno fazo DKM:MeOH = 20:1. Izkoristek reakcije: 73 %; rumeno strjeno olje; 
Rf (DKM:MeOH = 20:1) = 0,84; 1H NMR (400 MHz, CD3OD) δ 8,07 – 8,04 (m, 2H, 2×Ar-
H), 7,20 – 7,17 (m, 2H, 2×Ar-H), 3,91 (s, 3H, CH3) ppm. 
Splošni postopek A. Sinteza spojin 5a-d in 31g-h (spojina 5a je predstavljena kot primer). 
1-O-Metil-3-O-[propargil]--D-galaktopiranozo (51 mg, 220 µmol) in metil 4-azidobenzoat 
(47 mg, 265 µmol) smo raztopili v acetonitrilu in dodali še N,N-diizopropiletilamin (38 µL, 
220 µmol). Bučko, v kateri je reakcija potekala, smo nato ovili v aluminijasto folijo, da smo 
zagotovili odsotnost svetlobe, in ob mešanju prepihali z argonom. Nazadnje smo dodali 
katalitično količino CuI. Reakcijo smo ob mešanju v argonovi atmosferi pustili potekati čez 
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noč in jo naslednji dan ustavili, neraztopljene komponente reakcijske zmesi odfiltrirali z 
odsesavanjem in topilo uparili pod znižanim tlakom. 
Metil 3-O-[1-(4-{metoksikarbonil}fenil)-1H-1,2,3-triazol-4-ilmetil]--D-
galaktopiranoza (5a). Produkt smo izolirali s kolonsko adsorpcijsko kromatografijo, pri 
kateri smo uporabili mobilno fazo DKM:MeOH = 4:1. Izkoristek reakcije: 59 %; bela 
amorfna snov; Rf (DKM:MeOH = 9:1) = 0,19; 
1H NMR (400 MHz, CD3OD) δ 8,70 (s, 1H, 
triazol-H), 8,27 – 8,23 (m, 2H, 2×Ar-H), 8,05 – 8,02 (m, 2H, 2×Ar-H), 4,20 (d, J = 7,7 Hz, 
1H, CH), 4,15 (dd, J1 = 3,3 Hz, J2 = 0,9 Hz, 1H, CH), 3,97 (s, 3H, COOCH3), 3,84 – 3,75 
(m, 2H, CHCH2OH), 3,67 (dd, J1 = 9,6 Hz, J2 = 7,7 Hz, 1H, CH), 3,56 (s, 3H, CH3), 3,55 – 
3,52 (m, 1H, CH), 3,51 – 3,47 (m, 1H, CH) ppm, signal za triazol-CH2-O je prekrit s 
signalom za metanol; HRMS (ESI+) za C18H23N3O8 [M+H]
+: izračunan 410,1558, izmerjen 
410,1554; HPLC: retencijski čas: 1,72 min, čistost: 94,5 %.   
Metil 3-O-[1-(3-{metoksikarbonil}fenil)-1H-1,2,3-triazol-4-ilmetil]--D-
galaktopiranoza (5b). Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku A iz 1-O-metil-3-O-
[propargil]-β-D-galaktopiranoze (75 mg, 323 µmol) in metil 3-azidobenzoata (75 mg, 423 
µmol). Produkt smo izolirali s kolonsko adsorpcijsko kromatografijo, pri kateri smo 
uporabili mobilno fazo DKM:MeOH = 9:1. Polarnost smo postopno povečevali do 
DKM:MeOH = 4:1. Izkoristek reakcije: 44 %; rumena amorfna snov; Rf (DKM:MeOH = 
9:1) = 0,17; 1H NMR (400 MHz, CD3OD) δ 8,69 (s, 1H, triazol-H), 8,50 (ddd, J1 = 2,2 Hz, 
J2 = 1,6 Hz, J3 = 0,5 Hz, 1H, Ar-H), 8,17 – 8,13 (m, 2H, 2×Ar-H), 7,77 – 7,72 (m, 1H, Ar-
H), 4,20 (d, J = 7,8 Hz, 1H, CH), 4,15 (dd, J1 = 3,2 Hz, J2 = 0,9 Hz, 1H, CH), 3,99 (s, 3H, 
COOCH3), 3,85 – 3,75 (m, 2H, CHCH2OH), 3,68 (dd, J1 = 9,6 Hz, J2 = 7,7 Hz, 1H, CH), 
3,56 (s, 3H, OCH3), 3,55 – 3,53 (m, 1H, CH), 3,49 (dd, J1 = 9,6 Hz, J2 = 3,2 Hz, 1H, CH) 
ppm, signal za triazol-CH2-O je prekrit s signalom za metanol; HRMS (ESI+) za C18H23N3O8 
[M+H]+: izračunan 410,1558, izmerjen 410,1554; HPLC: retencijski čas: 1,72 min, čistost: 
95,1 %.   
Metil 3-O-[1-(2-{metoksikarbonil}fenil)-1H-1,2,3-triazol-4-ilmetil]--D-
galaktopiranoza (5c). Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku A iz 1-O-metil-3-O-
[propargil]-β-D-galaktopiranoze (63 mg, 271 µmol) in metil 2-azidobenzoata (60 mg, 339 
µmol). Produkt smo izolirali s kolonsko adsorpcijsko kromatografijo, pri kateri smo 
uporabili mobilno fazo DKM:MeOH = 5:1. Izkoristek reakcije: 77 %; bela amorfna snov; Rf 
(DKM:MeOH = 4:1) = 0,55; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 8,04 (dd, J1 = 7,8 Hz, J2= 1,6 
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Hz, 1H, Ar-H), 7,90 (s, 1H, triazol-H), 7,70 (td, J1 = 7,8 Hz, J2 = 1,6 Hz, 1H, Ar-H), 7,63 
(td, J1 = 7,6 Hz, J2 = 1,3 Hz, 1H, Ar-H), 7,49 (dd, J1 = 7,8 Hz, J2 = 1,2 Hz, 1H, Ar-H), 5,03 
(d,  J = 13,1 Hz, 1H, triazol-CH2-O), 4,92 (d,  J = 13,1 Hz, 1H, triazol-CH2-O) 4,25 (d, J = 
7,7 Hz, 1H, CH), 4,14 (s, 1H, CHOH), 4,02 – 3,96 (m, 1H, CH), 3,92 – 3,80 (m, 2H, CH-
CH2-OH), 3,76 (s, 3H, COOCH3), 3,59 (s, 3H, CHOCH3), 3,49 (d, J = 5,2 Hz, 2H, 2×CH), 
3,25 (d, J = 1,7 Hz, 1H, CHOH), 2,78 (d, J = 2,2 Hz, 1H, CHOH), 2,41 (dd, J1 = 8,3 Hz, J2 
= 4,6 Hz, 1H, CH) ppm; HRMS (ESI+) za C18H23N3O8 [M+H]
+: izračunan 410,1558, 
izmerjen 410,1555; HPLC: retencijski čas: 1,43 min, čistost: 97,1 %.   
Metil 3-O-[1-(4-{hidroksikarbonil}fenil)-1H-1,2,3-triazol-4-ilmetil]--D-
galaktopiranoza (5d). Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku A iz 1-O-metil-3-O-
[propargil]-β-D-galaktopiranoze (101 mg, 435 µmol) in 4-azidobenzojske kisline (71 mg, 
435 µmol). Produkt smo izolirali s kolonsko adsorpcijsko kromatografijo, pri kateri smo 
uporabili mobilno fazo DKM:MeOH = 4:1. Izkoristek reakcije: 44 %; bela amorfna snov; Rf 
(DKM:MeOH = 4:1 + nekaj kapljic AcOH) = 0,26; 1H NMR (400 MHz, CD3OD) δ 8,69 (s, 
1H, triazol-H), 8,24 (d, J = 8,7 Hz, 2H, 2×Ar-H), 8,01 (d, J = 8,7 Hz, 2H, 2×Ar-H), 4,20 (d, 
J = 7,7 Hz, 1H, CH), 4,15 (dd, J1 = 3,2 Hz, J2 = 0,9 Hz, 1H, CH), 3,84 – 3,75 (m, 2H, CH-
CH2-OH), 3,68 (dd, J1 = 9,6 Hz, J2 = 7,7 Hz, 1H, CH), 3,56 (s, 3H, CH3), 3,55 – 3,47 (m, 
2H, 2×CH) ppm, signal za triazol-CH2-O je prekrit s signalom za metanol; HRMS (ESI+) za 
C17H21N3O8 [M+H]
+: izračunan 396,1401, izmerjen 396,1403; HPLC: retencijski čas: 1,05 
min, čistost: 100 %. 
Splošni postopek B. Sinteza spojin 6a in 6b (spojina 6b je predstavljena kot primer). Metil 
3-O-[1-(2-metoksikarbonilfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-ilmetil]--D-galaktopiranozo (63 mg, 
154 µmol) smo raztopili v nekaj mililitrih metanola in dodali 1 M NaOH (308 µL, 308 µmol). 
Reakcijsko zmes smo nato segreli na 55 °C in pustili, da je reakcija potekala čez noč. Ob 
izolaciji smo v reakcijsko zmes ob mešanju dodajali kislo ionsko izmenjevalno smolo 
(Amberlite IR 120) do uravnave vrednosti pH raztopine do nevtralne. Ionsko izmenjevalno 
smolo smo nato odfiltrirali z odsesavanjem in matičnici uparili topilo pod znižanim tlakom. 
Metil 3-O-[1-(3-{hidroksikarbonil}fenil)1H-1,2,3-triazol-4-ilmetil]--D-
galaktopiranoza (6a). Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku B iz 3-O-[1-(3-
{metoksikarbonil}fenil)-1H-1,2,3-triazol-4-ilmetil]--D-galaktopiranoze (24 mg, 59 µmol). 
Izkoristek reakcije: 60 %; rumena amorfna snov; Rf (DKM:MeOH = 4:1) = 0; 
1H NMR (400 
MHz, CD3OD) δ 8,68 (s, 1H, triazol-H), 8,50 – 8,49 (m, 1H, Ar-H), 8,17 (dt, J1 = 7,8 Hz, J2 
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= 1,3 Hz, 1H, Ar-H), 8,13 (ddd, J1 = 8,1 Hz, J2 = 2,3 Hz, J3 = 1,1 Hz, 1H, Ar-H), 7,73 (t, J = 
8,0 Hz, 1H, Ar-H), 4,20 (d, J = 7,7 Hz, 1H, CH), 4,15 (dd, J1 = 3,2 Hz, J2 = 0,9 Hz, 1H, CH), 
3,84 – 3,75 (m, 2H, CH-CH2-OH), 3,67 (dd, J1 = 9,6 Hz, J2 = 7,7 Hz, 1H, CH), 3,56 (s, 3H, 
CH3), 3,55 – 3,53 (m, 1H, CH), 3,49 (dd, J1 = 9,6 Hz, J2 = 3,2 Hz, 1H, CH) ppm, signal za 
triazol-CH2-O je prekrit s signalom za metanol; HRMS (ESI+) za C17H21N3O8 [M+H]
+: 
izračunan 396,1401, izmerjen 396,1401; HPLC: retencijski čas: 1,10 min, čistost: 99,3 %.  
Metil 3-O-[1-(2-{hidroksikarbonil}fenil)1H-1,2,3-triazol-4-ilmetil]--D-
galaktopiranoza (6b). Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku B. Izkoristek 
reakcije: 97 %; rumena amorfna snov; Rf (DKM:MeOH = 4:1 + nekaj kapljic AcOH) = 0,20; 
1H NMR (400 MHz, CD3OD) δ 8,31 (s, 1H, triazol-H), 8,08 (dd, J1 = 7,7 Hz, J2 = 1,5 Hz, 
1H, Ar-H), 7,78 (td, J1 = 7,7 Hz, J2 = 1,7 Hz, 1H, Ar-H), 7,72 (td, J1 = 7,6 Hz, J2 = 1,3 Hz, 
1H, Ar-H), 7,60 (dd, J1 = 7,8 Hz, J2 = 1,1 Hz, 1H, Ar-H), 4,20 (d, J = 7,8 Hz, 1H, CH), 4,08 
(d, J = 2,4 Hz, 1H, CH), 3,84 – 3,73 (m, 2H, CH-CH2-OH), 3,67 (dd, J1 = 9,6 Hz, J2 = 7,7 
Hz, 1H, CH), 3,55 (s, 3H, O-CH3), 3,54 – 3,52 (m, 1H, CH), 3,47 (dd, J1 = 9,6 Hz, J2 = 3,2 
Hz, 1H, CH) ppm, signal za triazol-CH2-O je prekrit s signalom za metanol; HRMS (ESI+) 
za C17H21N3O8 [M+H]
+: izračunan 396,1401, izmerjen 396,1403; HPLC: retencijski čas: 
1,10 min, čistost: 98,6 %. 
4.2.2. SINTEZA SPOJIN IZ KNJIŽNICE B 
Splošni postopek C. Sinteza spojin 8 in 12 (spojina 8 je predstavljena kot primer). 4-amino-
2-nitrofenol (7) (912 mg, 5,92 µmol) smo delno raztopili v približno 10 mL destilirane vode. 
Ob hlajenju na ledeni kopeli smo nato po kapljicah dodali acetanhidrid (615 µL, 6,51 µmol). 
Po dveh urah mešanja smo reakcijo ustavili tako, da smo oborino, ki je vsebovala produkt, 
odfiltrirali z odsesavanjem in jo posušili.  
N-(4-hidroksi-3-nitrofenil)acetamid (8). Izkoristek reakcije: 78 %; rjava amorfna snov; Rf 
(DKM:MeOH = 20:1) = 0,23; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 11,57 (s, 1H, Ar-OH), 9,46 
(s, 1H, Ar-NHCO), 8,93 (d, J = 2,8 Hz, 1H, Ar-H), 7,89 (dd, J1 = 8,9 Hz, J2 = 2,9 Hz, 1H, 
Ar-H), 7,02 (d, J = 9,0 Hz, 1H, Ar-H), 2,14 (s, 3H, NHCO-CH3) ppm; MS (ESI+) C8H8N2O4 
m/z: 241,0 [M+2Na-H]+. 
Splošni postopek D. Sinteza spojin 9, 13, 16, 18, 20, 23, 25, 27 in 29 (spojina 9 je 
predstavljena kot primer). V bučko smo natehtali N-(4-hidroksi-3-nitrofenil)acetamid (8) 
(840 mg, 4,28 mmol) in K2CO3 (1,40 g, 10,1 mmol). Ob mešanju se je spojina 8 raztopila, 
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K2CO3 pa je ostal delno neraztopljen. Po prepihavanju z argonom smo po kapljicah dodali 
še propargil bromid (598 µL, 5,35 mmol, 80 % raztopina propargil bromida v toluenu). 
Reakcijsko zmes smo nato segreli do temperature refluksa in pustili, da reakcija ob mešanju 
poteka čez noč. Naslednji dan smo jo ustavili, oborino odfiltrirali z odsesavanjem in topilo 
uparili pod znižanim tlakom.  
N-(4-(propargilhidroksi)-3-nitrofenil)acetamid (9). Spojino smo sintetizirali po splošnem 
postopku D iz N-(4-hidroksi-3-nitrofenil)acetamida (840 mg, 4,28 mmol) in propargil 
bromida (598 µL, 80 %, 5,35 mmol). Produkt smo izolirali s kolonsko adsorpcijsko 
kromatografijo, pri kateri smo kot mobilno fazo uporabili EA:heksan = 1:2. Tekom elucije 
smo polarnost povečali do EA:heksan = 2:1. Izkoristek reakcije: 75 %; oranžna amorfna 
snov; Rf (EA:heksan = 2:1) = 0,33; 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 9,57 (s, 1H, Ar-
NHCO), 8,98 (d, J = 2,6 Hz, 1H, Ar-H), 8,04 (dd, J1 = 9,1 Hz, J2 = 2,9 Hz, 1H, Ar-H), 7,33 
(d, J = 9,2 Hz, 1H, Ar-H), 5,08 (d, J = 2,4 Hz, 2H, CCH2OAr), 3,73 (t, J = 2,4 Hz, 1H, 
OCH2CCH), 2,15 (s, 3H, NHCOCH3) ppm; MS (ESI+) C11H10N2O4 m/z: 256,9 [M+Na]
+. 
1-(propargilhidroksi)-2,4-diacetamido-benzen (10). N-(4-(propargilhidroksi)-3-
nitrofenil)acetamid (9) (396 mg, 1,69 mmol) smo ob mešanju raztopili v ledocetni kislini in 
nato dodali železo (944 mg, 16,9 mmol). Reakcijo smo ob mešanju pustili potekati čez noč 
na sobni temperaturi. Naslednje jutro smo v reakcijsko zmes dodali acetanhidrid (0,31 mL, 
3,28 mmol) in jo segreli na 55 °C. Reakcijo smo ustavili naslednji dan in reakcijsko zmes 
odfiltrirali čez Celite®, da smo se znebili železovih opilkov. Nato smo surov produkt čistili 
s kolonsko adsorpcijsko kromatografijo, pri kateri smo uporabili mobilno fazo DKM:MeOH 
= 15:1. Izkoristek reakcije: 74 %; siva amorfna snov; Rf (DKM:MeOH = 15:1) = 0,20; 
1H 
NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 9,84 (s, 1H, Ar-NHCO), 9,12 (s, 1H, Ar-NHCO), 8,05 (d, J 
= 2,3 Hz, 1H, Ar-H), 7,42 (dd, J1 = 8,9 Hz, J2 = 2,3 Hz, 1H, Ar-H), 7,02 (d, J = 8,9 Hz, 1H, 
Ar-H), 4,80 (d, J = 2,3 Hz, 2H, CCH2OAr), 3,59 (t, J = 2,3 Hz, 1H, OCH2CCH), 2,08 (s, 3H, 
NHCOCH3), 1,99 (s, 3H, NHCOCH3) ppm; MS (ESI+) C12H12N2O3 m/z: 273,0 [M+K]
+. 
Metil 3-hidroksi-4-acetamidobenzoat (12). Spojino smo sintetizirali po splošnem 
postopku C iz metil 3-hidroksi-4-aminobenzoata (500 mg, 2,99 mmol) in acetanhidrida (0,31 
mL, 3,29 mmol).  Izkoristek reakcije: 73 %; rjava amorfna snov; Rf (EA:heksan = 2:1) = 
0,35; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 10,31 (s, 1H, Ar-OH), 9,34 (s, 1H, Ar-NH), 8,09 (d, 
J = 8,4 Hz, 1H, Ar-H), 7,45 (d, J = 1,9 Hz, 1H, Ar-H), 7,40 (dd, J1 = 8,4 Hz, J2 = 1,9 Hz, 
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1H, Ar-H), 3,80 (s, 3H, COOCH3), 2,13 (s, 3H, NHCOCH3) ppm; MS (ESI-) m/z: 208,0 [M-
H]-. 
Metil 3-(propargilhidroksi)-4-acetamidobenzoat (13). Spojino smo sintetizirali po 
splošnem postopku D iz metil 3-hidroksi-4-acetamidobenzoata (392 mg, 1,87 mmol) in 
propargil bromida (262 µL, 80 %, 2,34 mmol). Surov produkt smo čistili s kolonsko 
adsorpcijsko kromatografijo, pri kateri smo kot mobilno fazo uporabili EA:heksan = 1:2. 
Izkoristek reakcije: 56 %; rjavo strjeno olje; Rf (EA:heksan = 1:1) = 0,31; 
1H NMR (400 
MHz, DMSO-d6) δ 9,40 (s, 1H, Ar-NHCO), 8,23 (d, J = 8,5 Hz, 1H, Ar-H), 7,67 (d, J = 1,8 
Hz, 1H, Ar-H), 7,60 (dd, J1 = 8,5 Hz, J2 = 1,8 Hz, 1H, Ar-H), 4,97 (d, J = 2,4 Hz, 2H, 
CCH2OAr), 3,84 (s, 3H, COOCH3), 3,66 (t, J = 2,3 Hz, 1H, OCH2C-CH), 2,14 (s, 3H, 
NHCOCH3) ppm; MS (ESI+) C13H13NO4 m/z: 269,9 [M+Na]
+. 
N-(2-hidroksifenil)ciklopropankarboksamid (15). 2-aminofenol (14) (315 mg, 2,89 
mmol) smo raztopili v etil acetatu (25 mL) in prepihali z argonom. Nato smo v raztopino 
dodali trietilamin (500 µL, 3,61 mmol) in nazadnje na ledeni kopeli še ciklopropankarbonil 
klorid (278 µL, 3,06 mmol). Po 5 urah smo odnučali nastalo oborino in matičnico sprali 
najprej  z 1 M HCl (25 mL). Nato smo produkt ekstrahirali v 1 M NaOH (3×20 mL). Po 
nakisanju (pH = 3) z 1 M HCl smo produkt ponovno ekstrahirali v etil acetat (3×20 mL). 
Združene organske faze smo sušili nad Na2SO4, filtrirali in uparili topilo pod znižanim 
tlakom. Izkoristek reakcije: 79 %; rumena amorfna snov; Rf (EA:heksan = 1:2) = 0,27; 
1H 
NMR (400 MHz, CDCl3) δ 8,99 (s, 1H, Ar-OH), 7,66 (s, 1H, Ar-NHCO), 7,16 – 7,07 (m, 
1H, Ar-H), 7,04 – 6,95 (m, 2H, 2×Ar-H), 6,89 – 6,81 (m, 1H, Ar-H), 1,21 – 1,12 (m, 2H, 
CH2CH2), 1,01 – 0,89 (m, 2H, CH2CH2) ppm, signal, ki pripada (CH2)2CHCO, je prekrit s 
signalom vode v CDCl3; MS (ESI-) C10H11NO2 m/z: 176,0 [M-H]
-. 
N-(ciklopropankarbonil)-2-(propargilhidroksi)anilin (16). Spojino smo sintetizirali po 
splošnem postopku D iz N-(2-hidroksifenil)ciklopropankarboksamida (155 mg, 875 µmol) 
in propargil bromida (117 µL, 80 %, 1,05 mmol). Produkt smo raztopili v 25 mL EtOAc in 
spirali z 1 M NaOH (20 mL). Organsko fazo smo nato sušili nad Na2SO4, filtrirali in uparili 
topilo pod znižanim tlakom. Izkoristek reakcije: 93 %; bela amorfna snov; Rf (DKM:MeOH 
= 20:1) = 0,62; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 8,37 (d, J = 6,0 Hz, 1H, Ar-H), 7,96 (s, 1H, 
Ar-NHCO), 7,05 – 6,97 (m, 3H, 3×Ar-H), 4,78 (d, J = 2,4 Hz, 2H, C-CH2-O-Ar), 2,56 (t, J 
= 2,4 Hz, 1H, O-CH2-CCH), 1,11 – 1,07 (m, 2H, CH2CH2), 0,87 – 0,82 (m, 2H, CH2CH2) 
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ppm, signal za (CH2)2-CH-CO je prekrit s signalom vode v CDCl3; MS (ESI+) C13H13NO2 
m/z: 238,0 [M+Na]+. 
N-(2-hidroksifenil)-2-fenilacetamid (17). 2-aminofenol (14) (510 mg, 4,67 mmol) smo 
suspendirali v suhem diklorometanu (25mL) in prepihali z argonom. Nato smo dodali N,N-
diizopropiletilamin (685 µL, 5,14 mmol) in nazadnje na ledeni kopeli še 2-fenilacetil klorid 
(977 µL, 5,61 mmol). Reakcijo smo pustili potekati čez noč pri sobni temperaturi. 
Reakcijsko zmes smo nato najprej spirali z 1 M HCl (3×25 mL) in potem produkt ekstrahirali 
v 1 M NaOH (3×15 mL). Alkalno vodno fazo smo nato nakisali (pH=1) s 4 M HCl in iz 
raztopine je izpadla oborina, ki smo jo odfiltrirali z odsesavanjem. Izkoristek reakcije: 22 %; 
rumena amorfna snov; Rf (DKM:MeOH = 40:1) = 0,36; 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 8,69 
(s, 1H, Ar-OH), 7,48 – 7,33 (m, 5H, 5×Ar-H), 7,15 – 7,06 (m, 1H, Ar-H), 7,00 (dd, J1 = 8,1 
Hz, J2 = 1,2 Hz, 1H, Ar-H), 6,85 – 6,72 (m, 2H, 2×Ar-H), 3,83 (s, 2H, Ar-CH2-CONH) ppm, 
signal za NHCO je prekrit s signalom za CDCl3; MS (ESI+) C14H13NO2 m/z: 250,0 [M+Na]
+. 
N-(benzilkarbonil)-2-(propargilhidroksi)anilin (18). Spojino smo sintetizirali po 
splošnem postopku D iz N-(2-hidroksifenil)-2-fenilacetamida (212 mg, 933 µmol) in 
propargil bromida (115 µL, 80 %, 1,03 mmol). Produkt smo izolirali s kolonsko adsorpcijsko 
kromatografijo, pri kateri smo kot mobilno fazo uporabili DKM. Izkoristek reakcije: 81 %; 
rumeno strjeno olje; Rf (DKM)= 0,31; 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 8,40 – 8,32 (m, 1H, 
Ar-H), 7,78 (s, 1H, Ar-NHCO), 7,43 – 7,30 (m, 5H, 5×Ar-H), 7,03 – 6,96 (m, 2H, 2×Ar-H), 
6,93 – 6,89 (m, 1H, Ar-H), 4,57 (d, J = 2,4 Hz, 2H, C-CH2-O-Ar), 3,76 (s, 2H, Ar-CH2-
CONH), 2,49 (t, J = 2,4 Hz, 1H, O-CH2-CCH) ppm; MS (ESI+) C17H15NO2 m/z: 288,0 
[M+Na]+. 
1-(propargilhidroksi)-2-nitrobenzen (20). Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku 
D iz 2-nitrofenola (825 mg, 5,93 mmol) in propargil bromida (829 µL, 80 %, 7,41 mmol). 
Kot topilo smo pri reakciji namesto acetona uporabili etil acetat. Reakcijski zmesi smo po 
končani reakciji dodali še nekaj etil acetata (skupno 75 mL), nato smo organsko fazo spirali 
z 1 M NaOH (2×50 mL), jo sušili nad Na2SO4, filtrirali in nazadnje uparili topilo pod 
znižanim tlakom. Izkoristek reakcije: 47 %; svetlo rumeno strjeno olje; Rf (EA:heksan = 1:2) 
= 0,34; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,86 (dd, J1 = 8,1, J2 = 1,6 Hz, 1H, Ar-H), 7,56 (ddd, 
J1 = 8,6 Hz, J2 = 7,5 Hz, J3 = 1,7 Hz, 1H, Ar-H), 7,13 – 7,07 (m, J = 1,2 Hz, 1H, Ar-H), 4,86 
(d, J = 2,4 Hz, 2H, C-CH2-O-Ar), 2,58 (t, J = 2,4 Hz, 1H, O-CH2-CCH) ppm, signal, ki 
pripada preostalemu Ar-H je prekrit s signalom CDCl3. 
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N-[2-(propargil-1-oksi)fenil]metansulfonamid (21). 2-(Propargilhidroksi)nitrobenzen 
(404 mg, 2,28 mmol) smo raztopili v ledocetni kislini in dodali železo (1,27 g, 22,8 mmol). 
Po enem dnevu mešanja na sobni temperaturi smo v reakcijsko zmes na ledeni kopeli dodali 
še metansulfonil klorid (200 µL, 2,58 mmol) in čez 30 min še NaHCO3 (506 mg, 5,75 mmol). 
Po enem dnevu mešanja na sobni temperaturi smo reakcijo ustavili tako, da smo reakcijsko 
zmes filtrirali čez Celite® in topilo uparili pod znižanim tlakom. Surov produkt smo čistili s 
kolonsko adsorpcijsko kromatografijo, pri kateri smo uporabili mobilno fazo EA:heksan = 
4:1. Izkoristek reakcije: 13 %; rumena amorfna snov; Rf (EA:heksan = 2:1) = 0,33; 
1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) δ 8,41 – 8,35 (m, 1H, Ar-H), 7,73 (s, 1H, Ar-NHSO2), 7,06 – 6,97 (m, 
3H, 3×Ar-H), 4,77 (d, J = 2,4 Hz, 2H, C-CH2-O-Ar), 2,56 (m, 1H, O-CH2-CCH) ppm.  
N-acetil-3-(propargilhidroksi)anilin (23). Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku 
D iz N-acetil-3-hidroksianilina (200 mg, 1,32 mmol) in propargil bromida (592 µL, 80 %, 
5,29 mmol). Produkt smo izolirali z ekstrakcijo iz etilacetata (20 mL) z 1 M NaOH (2×20 
mL). Združene vodne frakcije smo nato ekstrahirali z etilacetatom (10 mL) in združene 
organske faze sušili nad Na2SO4, filtrirali in uparili topilo pod znižanim tlakom. Izkoristek 
reakcije: 66 %; svetlo rumena amorfna snov; Rf (EA:heksan = 1:1) = 0,16; 
1H NMR (400 
MHz, CDCl3) δ 7,33 (s, 1H, Ar-H), 7,23 (t, J = 8,2 Hz, 1H, Ar-H), 7,13 (s, 1H, Ar-NHCO), 
7,03 (dd, J1 = 8,1 Hz, J2 = 0,6 Hz, 1H, Ar-H), 6,74 (dd, J1 = 8,1 Hz, J2 = 1,8 Hz, 1H, Ar-H), 
4,69 (d, J = 2,4 Hz, 2H, C-CH2-O-Ar), 2,52 (t, J = 2,4 Hz, 1H, O-CH2-C-CH), 2,18 (s, 3H, 
NHCO-CH3) ppm; MS (ESI+) C11H11NO2 m/z: 212,0 [M+Na]
+. 
N-acetil-4-(propargilhidroksi)anilin (25). Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku 
D iz N-acetil-4-hidroksianilina (220 mg, 1,46 mmol) in propargil bromida (651 µL, 80 %, 
5,82 mmol). Produkt smo izolirali z ekstrakcijo iz alkalne vodne faze (zmes vode in 1 M 
NaOH – 30 mL) z etilacetatom (4×20 mL). Združene organske faze smo nato sušili nad 
Na2SO4, filtrirali in topilo uparili pod znižanim tlakom. Po uparevanju smo produkt dodatno 
čistili z obarjanjem iz zmesi dietil etra in heptana. Produkt, ki se je oboril med uparevanjem 
dietil etra iz zmesi pod znižanim tlakom, smo odnučali in posušili. Izkoristek reakcije: 77 
%; bela amorfna snov; Rf (DKM:MeOH = 20:1) = 0,14; 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,44 
– 7,39 (m, 2H, 2×Ar-H), 7,13 (s, 1H, Ar-NHCO), 6,96 – 6,92 (m, 2H, 2×Ar-H), 4,67 (d, J = 
2,4 Hz, 2H, C-CH2-O-Ar), 2,51 (t, J = 2,4 Hz, 1H, O-CH2-CCH), 2,16 (s, 3H, NHCO-CH3) 




1-(propargilhidroksi)-3,4-diklorobenzen (27). Spojino smo sintetizirali po splošnem 
postopku D iz 3,4-diklorofenola (207 mg, 1,27 mmol) in propargil bromida (568 µL, 80 %, 
5,08 mmol). Produkt smo izolirali z ekstrakcijo iz etilacetata (20 mL) z 1 M NaOH (2×20 
mL). Nato smo združene vodne faze ekstrahirali z etilacetatom (10 mL) in združene 
organske faze sušili nad Na2SO4, filtrirali ter uparili topilo pod znižanim tlakom. Produkt 
smo dodatno čistili s kolonsko adsorpcijsko kromatografijo, pri kateri smo uporabili mobilno 
fazo EA:heksan = 1:2. Izkoristek reakcije: 65 %; oranžno olje; Rf (EA:heksan = 2:1) = 0,74; 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,35 (d, J = 8,9 Hz, 1H, Ar-H), 7,09 (d, J = 2,9 Hz, 1H, Ar-
H), 6,84 (dd, J1 = 8,9 Hz, J2 = 2,9 Hz, 1H, Ar-H), 4,67 (d, J = 2,4 Hz, 2H, C-CH2-O-Ar), 
2,55 (t, J = 2,4 Hz, 1H, O-CH2-CCH) ppm. 
1-(propargilhidroksi)-2-(hidroksimetil)benzen (29). Spojino smo sintetizirali po 
splošnem postoku D iz 2-hidroksimetilfenola (200 mg, 1,61 mmol) in propargil bromida 
(225 µL, 80 %, 2,01 mmol).  Produkt smo izolirali z ekstrakcijo iz etilacetata (25 mL) z 1 M 
NaOH (2×20 mL). Nato smo združene vodne faze ekstrahirali z etilacetatom (20 mL). Zatem 
smo združene organske faze sušili nad Na2SO4, filtrirali in uparili topilo pod znižanim 
tlakom. Izkoristek reakcije: 54 %; oranžno olje; Rf (EA:heksan = 1:1) = 0,38; 1H NMR (400 
MHz, CDCl3) δ 7,37 – 7,26 (m, 2H, 2×Ar-H), 7,04 – 6,97 (m, 2H, 2×Ar-H), 4,76 (d, J = 2,4 
Hz, 2H, C-CH2-O-Ar), 4,71 (d, J = 6,1 Hz, 1H, Ar-CH2-OH), 2,52 (t, J = 2,4 Hz, 1H, O-
CH2-CCH), 2,18 (m, 1H, Ar-CH2-OH) ppm. 
Splošni sintezni postopek E. Sinteza spojin 31a-g, 31j-k, 39 in 42 (spojina 31a je 
predstavljena kot primer). V bučko smo natehtali 4-metilfenil 3-azido-1-tio--D-
galaktopiranozo (48 mg, 154 µmol), N-(4-(propargilhidroksi)-3-nitrofenil)acetamid (43 mg, 
185, µmol), natrijev askorbat (12 mg, 61 µmol) in bakrov sulfat (5 mg, 31 µmol). Po 
prepihavanju z argonom smo reaktante raztopili v zmesi H2O:MeOH = 6 mL : 9 mL in nato 
pustili, da je reakcija čez noč potekala pri sobni temperaturi. Naslednje jutro smo jo ustavili, 
ko smo odnučali neraztopljene komponente reakcijske zmesi in topilo uparili pod znižanim 
tlakom. Produkte pridobljene s tem sinteznim postopkom smo čistili s kolonsko adsorpcijsko 
kromatografijo s suhim nanosom, pri kateri smo v odvisnosti od produkta uporabljali 
različne mobilne faze. 
4-metilfenil 3-(4-{O-[2-nitro-4-acetamidofenil]hidroksimetil}-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1-
tio--D-galaktopiranoza (31a). Sintezo smo izvedli po splošnem postopku E. Surov 
produkt smo čistili s kolonsko adsorpcijsko kromatografijo, pri kateri smo uporabili mobilno 
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fazo DKM:MeOH = 15:1. Izkoristek reakcije: 66 %; bela amorfna snov; Rf (DKM:MeOH = 
9:1) = 0,29; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 9,48 (s, 1H, Ar-NHCO), 8,95 (d, J = 2,5 Hz, 
1H, Ar-H), 8,28 (s, 1H, triazol-H), 8,02 (dd, J1 = 9,1 Hz, J2 = 2,9 Hz, 1H, Ar-H), 7,56 (d, J 
= 9,2 Hz, 1H, Ar-H), 7,41 (d, J = 8,1 Hz, 2H, 2×Ar-H), 7,16 (d, J = 8,0 Hz, 2H, 2×Ar-H), 
5,58 (d, J = 7,4 Hz, 1H, OH), 5,46 (s, 2H,  O-CH2-triazol), 5,22 (d, J = 6,8 Hz, 1H, CH), 
4,89 – 4,81 (m, 2H, OH in CH), 4,73 (t, J = 5,6 Hz, 1H, OH), 4,09 (td, J1 = 9,8 Hz, J2 = 7,5 
Hz, 1H, CH), 3,91 (dd, J1 = 6,8 Hz, J2 = 2,9 Hz, 1H, CH), 3,77 (t, J = 6,2 Hz, 1H, CH), 3,51 
(t, J = 5,8 Hz, 2H, CH-CH2-OH), 2,30 (s, 3H, Ar-CH3), 2,15 (s, 3H, NHCO-CH3) ppm; 
HRMS (ESI+) za C24H27N5O8S [M+H]
+: izračunan 546,1653, izmerjen 546,1651; HPLC: 
retencijski čas: 5,11 min, čistost: 100 %. 
4-metilfenil 3-{4-[O-(2,4-diacetamidofenil)hidroksimetil]-1H-1,2,3-triazol-1-il}-1-tio--
D-galaktopiranoza (31b). Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku E iz 4-metilfenil 
3-azido-1-tio--D-galaktopiranoze (60 mg, 193 µmol) in 1-(propargilhidroksi)-2,4-
diacetamidopropargilbenzena (50 mg, 203 µmol). Surov produkt smo čistili s kolonsko 
adsorpcijsko kromatografijo, pri kateri smo uporabili mobilno fazo DKM:MeOH = 15:1, 
polarnost smo tekom elucije postopno povečevali do DKM:MeOH = 4:1. Izkoristek reakcije: 
76 %; roza amorfna snov; Rf (DKM:MeOH = 4:1) = 0,56; 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) 
δ 9,81 (s, 1H, Ar-NHCO), 9,04 (s, 1H, Ar-NHCO), 8,19 (s, 1H, triazol-H), 8,02 (s, 1H, Ar-
H), 7,48 – 7,36 (m, 3H, 3×Ar-H), 7,26 – 7,09 (m, 3H, 3×Ar-H), 5,57 (d, J = 7,4 Hz, 1H, 
OH), 5,26 – 5,14 (m, 3H, CH in O-CH2-triazol), 4,88 – 4,78 (m, 2H, OH in CH), 4,71 (t, J 
= 5,5 Hz, 1H, OH), 4,08 (td, J1 = 9,9 Hz, J2 = 7,5 Hz, 1H, CH), 3,91 (dd, J1 = 6,8 Hz, J2 = 
2,8 Hz, 1H, CH), 3,76 (t, J = 6,2 Hz, 1H, CH), 3,50 (t, J = 5,6 Hz, 2H, CH-CH2-OH), 2,29 
(s, 3H, Ar-CH3), 2,07 (s, 3H, NHCO-CH3), 1,99 (s, 3H, NHCO-CH3) ppm; HRMS (ESI-) za 
C26H31N5O7S [M-H]
-: izračunan 556,1871, izmerjen 556,1875; HPLC: retencijski čas: 3,48 
min, čistost: 97,5 %. 
4-metilfenil 3-(4-{O-[2-acetamido-5-(metoksikarbonil)fenil]hidroksimetil}-1H-1,2,3-
triazol-1-il)-1-tio--D-galaktopiranoza (31c). Spojino smo sintetizirali po splošnem 
postopku E iz 4-metilfenil 3-azido-1-tio--D-galaktopiranoze (43 mg, 138 µmol) in metil 3-
(propargilhidroksi)-4-acetamidobenzoata (41 mg, 166 µmol). Surov produkt smo čistili s 
kolonsko adsorpcijsko kromatografijo, pri kateri smo uporabili mobilno fazo EA:heksan = 
8:1. Izkoristek reakcije: 47 %; Rf (EA:heksan = 8:1) = 0,14; 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) 
δ 9,28 (s, 1H, Ar-NHCO), 8,25 – 8,15 (m, 2H, triazol-H in Ar-H), 7,84 (d, J = 1,8 Hz, 1H, 
36 
 
Ar-H), 7,59 (dd, J1 = 8,4 Hz, J2 = 1,7 Hz, 1H, Ar-H), 7,41 (d, J = 8,1 Hz, 2H, 2×Ar-H), 7,16 
(d, J = 8,0 Hz, 2H, 2×Ar-H), 5,56 (d, J = 7,4 Hz, 1H, OH), 5,37 – 5,28 (m, 2H, O-CH2-
triazol), 5,21 (d, J = 6,8 Hz, 1H, CH), 4,89 – 4,79 (m, 2H, OH in CH), 4,72 (t, J = 5,6 Hz, 
1H, OH), 4,08 (td, J1 = 9,7 Hz, J2 = 7,5 Hz, 1H, CH), 3,92 (dd, J1 = 6,8 Hz, J2 = 2,9 Hz, 1H, 
CH), 3,84 (s, 3H, COO-CH3), 3,76 (t, J = 6,3 Hz, 1H, CH), 3,50 (t, J = 5,8 Hz, 2H, CH-CH2-
OH), 2,29 (s, 3H, Ar-CH3), 2,13 (s, 3H, NHCO-CH3) ppm; HRMS (ESI+) za C26H30N4O8S 
[M+H]+: izračunan 559,1857, izmerjen 559,1855; HPLC: retencijski čas: 5,09 min, čistost: 
100 %. 
4-metilfenil 3-(4-{O-[N-(ciklopropankarbonil)-2-aminofenil]hidroksimetil}-1H-1,2,3-
triazol-1-il)-1-tio--D-galaktopiranoza (31d). Spojino smo sintetizirali po splošnem 
postopku E iz 4-metilfenil 3-azido-1-tio--D-galaktopiranoze (53 mg, 170 µmol) in N-
(ciklopropankarbonil)-2-(propargilhidroksi)anilina (42 mg, 196 µmol). Surov produkt smo 
čistili s kolonsko adsorpcijsko kromatografijo, pri kateri smo uporabili mobilno fazo 
EA:heksan = 2:1. Izkoristek reakcije: 48 %; bela amorfna snov; Rf (EA:heksan = 2:1) = 0,07; 
1H NMR (400 MHz, CD3OD) δ 8,17 (s, 1H, triazol-H), 7,92 (d, J = 7,6 Hz, 1H, Ar-H), 7,51 
(d, J = 8,1 Hz, 2H, 2×Ar-H), 7,24 – 7,07 (m, 4H, 4×Ar-H), 7,01 – 6,93 (m, 1H, Ar-H), 5,29 
(s, 2H, O-CH2-triazol), 4,24 – 4,18 (m, 1H, CH), 4,15-4,09 (m, 1H, CH) 3,84 – 3,69 (m, 3H, 
CH in CH-CH2-OH), 2,35 (s, 3H, Ar-CH3), 1,92 – 1,84 (m, 1H, CH-CONH-Ar), 0,98 – 0,91 
(m, 2H, CH2CH2), 0,88-0,83 (m, 2H, CH2CH2) ppm, signala, ki pripadata 2×CH sta prekrita 
s signalom vode v CD3OD; HRMS (ESI+) za C26H30N4O6S [M+H]
+: izračunan 527,1959, 
izmerjen 527,1956; HPLC: retencijski čas: 5,31 min, čistost: 100 %. 
4-metilfenil 3-(4-{O-[N-(benzilkarbonil)-2-aminofenil]hidroksimetil}-1H-1,2,3-triazol-
1-il)-1-tio--D-galaktopiranoza (31e). Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku E iz 
4-metilfenil 3-azido-1-tio--D-galaktopiranoze (72 mg, 231 µmol) in N-(benzilkarbonil)-2-
(propargilhidroksi)anilin (71 mg, 266 µmol). Surov produkt smo čistili s kolonsko 
adsorpcijsko kromatografijo, pri kateri smo uporabili mobilno fazo EA:heksan = 4:1. 
Izkoristek reakcije: 48 %; bela amorfna snov; Rf (EA:heksan = 4:1) = 0,16; 
1H NMR (400 
MHz, DMSO-d6) δ 9,16 (s, 1H, Ar-NHCO), 8,20 (s, 1H, triazol-H), 7,89 (d, J = 8,0 Hz, 1H, 
Ar-H), 7,42 (d, J = 8,1 Hz, 2H, 2×Ar-H), 7,35 – 7,28 (m, 5H, 5×Ar-H), 7,26 – 7,20 (m, 1H, 
Ar-H), 7,16 (d, J = 8,0 Hz, 2H, 2×Ar-H), 7,08 (td, J1 = 7,9 Hz, J2 = 1,0 Hz, 1H, Ar-H), 6,95 
– 6,90 (m, 1H, Ar-H), 5,59 (d, J = 7,5 Hz, 1H, OH), 5,25 – 5,20 (m, 3H, CH in O-CH2-
triazol), 4,90-4,84 (m, 2H, CH in OH), 4,74 (t, J = 5,5 Hz, 1H, OH), 4,12 (td, J1 = 9,8 Hz, J2 
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= 7,6 Hz, 1H, CH), 3,97 – 3,92 (m, 1H, CH), 3,78 (t, J = 6,3 Hz, 1H, CH), 3,72 (s, 2H, Ar-
CH2-CONH), 3,52 (t, J = 5,9 Hz, 2H, CH-CH2-OH), 2,29 (s, 3H, Ar-CH3) ppm; HRMS 
(ESI+) za C30H32N4O6S [M+H]
+: izračunan 577,2115, izmerjen 577,2111; HPLC: retencijski 
čas: 5,85 min, čistost: 100 %. 
4-metilfenil 3-(4-{O-[2-nitrofenil]hidroksimetil}-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1-tio--D-
galaktopiranoza (31f). Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku E iz 4-metilfenil 3-
azido-1-tio--D-galaktopiranoze (56 mg, 180 µmol) in 1-(propargilhidroksi)-2-nitrobenzena 
(35 mg, 198 µmol). Surov produkt smo čistili s kolonsko adsorpcijsko kromatografijo, pri 
kateri smo uporabili mobilno fazo EA:heksan = 2:1. Izkoristek reakcije: 33 %; bela amorfna 
snov; Rf (EA:heksan = 2:1) = 0,19; 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 8,18 (s, 1H, triazol-
H), 7,87 (dd, J1 = 8,0 Hz, J2 = 1,6 Hz, 1H, Ar-H), 7,73 – 7,60 (m, 2H, 2×Ar-H), 7,41 (d, J = 
8,1 Hz, 2H, 2×Ar-H), 7,17 – 7,12 (m, 3H, 3×Ar-H), 5,61 (d, J = 7,4 Hz, 1H, OH), 5,39 – 
5,32 (s, 2H, O-CH2-triazol), 5,24 (d, J = 6,9 Hz, 1H, CH), 4,90 – 4,80 (m, 2H, CH in OH), 
4,71 (t, J = 5,5 Hz, 1H, OH), 4,11 – 4,03 (m, 1H, CH), 3,91 (dd, J = 6,9 Hz, 2,9 Hz, 1H), 
3,76 (t, J = 6,3 Hz, 1H, CH), 3,50 (t, J = 5,8 Hz, 2H, CH-CH2-OH), 2,29 (s, 3H, Ar-CH3) 
ppm; HRMS (ESI+) za C22H24N4O7S [M+H]
+: izračunan 489,1439, izmerjen 489,1436; 
HPLC: retencijski čas: 5,45 min, čistost: 100 %. 
4-metilfenil 3-(4-{O-[N-(metilsulfonil)-2-aminofenil]hidroksimetil}-1H-1,2,3-triazol-1-
il)-1-tio--D-galaktopiranoza (31g). Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku E iz 
4-metilfenil 3-azido-1-tio--D-galaktopiranoze (68 mg, 218 µmol) in N-[2-(propargil-1-
oksi)fenil]metansulfonamida (68 µmol, 300 µmol). Surov produkt smo čistili s kolonsko 
adsorpcijsko kromatografijo, pri kateri smo uporabili mobilno fazo EtOAc. Izkoristek 
reakcije: 38 %; bela amorfna snov; Rf (EtOAc) = 0,12; 
1H NMR (400 MHz, CD3OD) δ 8,16 
(s, 1H, triazol-H), 7,89 (dd, J1 = 8,0 Hz, J2 = 1,5 Hz, 1H, Ar-H), 7,51 (d, J = 8,1 Hz, 2H, 
2×Ar-H), 7,26 – 7,10 (m, 4H, 4×Ar-H), 6,97 (td, J1 = 7,9 Hz, J2 = 1,3 Hz, 1H, Ar-H), 5,27 
(s, 2H, O-CH2-triazol), 4,76 (d, J = 9,5 Hz, 1H, CH), 4,20 (dd, J1 = 10,4 Hz, J1 = 9,7 Hz, 
1H, CH), 4,12 (d, J = 2,9 Hz, 1H, CH), 3,84 – 3,69 (m, 3H, CH-CH2-OH in CH), 2,35 (s, 
3H, Ar-CH3), 2,16 (s, 3H, NHSO2-CH3) ppm, signal, ki pripada eni skupini CH, je prekrit s 
signalom vode v CD3OD; HRMS (ESI+) za C22H28N4O7S2 [M+H]
+: izračunan 537,1472, 
izmerjen 537,1484; HPLC: retencijski čas: 4,72 min, čistost: 99,7 %. 
4-metilfenil 3-(4-O-(3-acetamidofenil)hidroksimetil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1-tio--D-
galaktopiranoza (31h). Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku A iz 4-metilfenil 3-
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azido-1-tio--D-galaktopiranoze (61 mg, 196 µmol) in N-acetil-3-(propargilhidroksi)anilina 
(44 mg, 235 µmol). Surov produkt smo čistili s kolonsko adsorpcijsko kromatografijo, pri 
kateri smo uporabili mobilno fazo DKM:MeOH = 20:1 in tekom elucije polarnost povečevali 
do DKM:MeOH = 15:1. Izkoristek reakcije: 51 %; svetlo rumena amorfna snov; Rf 
(DKM:MeOH = 9:1) =0,24 ; 1H NMR (400 MHz, CD3OD) δ 8,17 (s, 1H, triazol-H), 7,53 – 
7,49 (m, 2H, 2×Ar-H), 7,39 (t, J =  2,2 Hz, 1H), 7,23 (t, J  = 8,2 Hz, 1H, Ar-H), 7,17 (d, J = 
7,9 Hz, 2H, 2×Ar-H), 7,08 (ddd, J1 = 8,2 Hz, J2 = 1,9 Hz, J3 = 0,8 Hz, 1H, Ar-H), 6,78 (ddd, 
J1 = 8,2 Hz, J2 = 2,5 Hz, J3 = 0,8 Hz, 1H, Ar-H), 5,18 (s, 2H, O-CH2-triazol), 4,77 (d, J = 
9,5 Hz, 1H, CH), 4,22 (dd, J1 = 10,4 Hz, J2 = 9,6 Hz, 1H, CH), 4,12 (d, J = 2,9 Hz, 1H, CH), 
3,83 – 3,69 (m, 3H, CH-CH2-OH in CH), 2,35 (s, 3H, Ar-CH3), 2,13 (s, 3H, NHCO-CH3) 
ppm, signal, ki pripada eni skupini CH, je prekrit s signalom vode v CD3OD; HRMS (ESI+) 
za C24H28N4O6S [M+H]
+: izračunan 500,1802, izmerjen 500,1800; HPLC: retencijski čas: 
4,61 min, čistost:  94,0 %. 
4-metilfenil 3-(4-O-(4-acetamidofenil)hidroksimetil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1-tio--D-
galaktopiranoza (31i). Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku A iz 4-metilfenil 3-
azido-1-tio--D-galaktopiranoze (49 mg, 157 µmol) in N-acetil-4-(propargilhidroksi)anilina 
(36 mg, 189 µmol). Produkt smo izolirali s kolonsko adsorpcijsko kromatografijo (MF: 
DKM:MeOH = 9:1). Produkt smo dodatno čistili še s kolonsko adsorpcijsko kromatografijo 
(MF: DKM:MeOH = 15:1). Izkoristek reakcije: 43 %; rumena amorfna snov; Rf 
(DKM:MeOH = 9:1) = 0,21 ; 1H NMR (400 MHz, CD3OD) δ 8,15 (s, 1H, triazol-H), 7,54 – 
7,49 (m, 2H, 2×Ar-H), 7,48 – 7,44 (m, 2H, 2×Ar-H), 7,17 (d, J = 8,0 Hz, 2H, 2×Ar-H), 7,01 
– 6,97 (m, 2H, 2×Ar-H), 5,17 (s, 2H, O-CH2-triazol), 4,86 (dd, J1 = 10,6 Hz, J2 = 3,0 Hz, 
1H, CH), 4,76 (d, J = 9,5 Hz, 1H, CH), 4,21 (dd, J1 = 10,4 Hz, J1 = 9,7 Hz, 1H, CH), 4,12 
(d, J = 2,9 Hz, 1H, CH), 3,83 – 3,69 (m, 3H, CH-CH2-OH in CH), 2,35 (s, 3H, Ar-CH3), 
2,12 (s, 3H, NHCO-CH3) ppm; HRMS (ESI+) za C24H28N4O6S [M+H]
+: izračunan 
500,1802, izmerjen 500,1798; HPLC: retencijski čas: 4,24 min, čistost: 99,2 %. 
4-metilfenil 3-{4-[O-(3,4-diklorofenil)hidroksimetil]-1H-1,2,3-triazol-1-il}-1-tio--D-
galaktopiranoza (31j). Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku E iz 4-metilfenil 3-
azido-1-tio--D-galaktopiranoze (40 mg, 128 µmol) in 1-(propargilhidroksi)-3,4-
diklorobenzea (33 mg, 164 µmol).  Surov produkt smo čistili s kolonsko adsorpcijsko 
kromatografijo, pri kateri smo uporabili mobilno fazo EA:heksan = 1:1 in tekom elucije 
polarnost postopoma povečevali do EA:heksan = 2:1. Izkoristek reakcije: 39 %; bela 
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amorfna snov; Rf (DKM:MeOH = 9:1) = 0,27; 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 8,17 (s, 
1H, triazol-H), 7,54 (d, J = 8,9 Hz, 1H, Ar-H), 7,43 – 7,38 (m, 3H, Ar-H in 2×Ar-H), 7,16 
(d, J = 8,0 Hz, 2H, 2×Ar-H), 7,08 (dd, J1 = 9,0 Hz, J2 = 2,9 Hz, 1H, Ar-H), 5,60 (d, J = 7,3 
Hz, 1H, OH), 5,24 (d, J = 6,9 Hz, 1H, CH), 5,18 (s, 2H, O-CH2-triazol), 4,88 – 4,81 (m, 2H, 
OH in CH), 4,72 (t, J = 5,6 Hz, 1H, OH), 4,12 – 4,03 (m, 1H, CH), 3,91 (dd, J1 = 6,8 Hz, J2 
= 2,7 Hz, 1H, CH), 3,76 (t, J = 6,2 Hz, 1H, CH), 3,50 (t, J = 5,8 Hz, 2H, CH-CH2-OH), 2,29 
(s, 3H, Ar-CH3) ppm; HRMS (ESI+) za C22H23Cl2N3O5S [M+H]
+: izračunan 512,0808, 
izmerjen 512,0808; HPLC: retencijski čas: 6,27 min, čistost: 100 %. 
4-metilfenil 3-(4-{O-[2-(hidroksimetil)fenil]hidroksimetil}-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1-tio-
-D-galaktopiranoza (31k). Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku E iz 4-
metilfenil 3-azido-1-tio--D-galaktopiranoze (45 mg, 144 µmol) in 1-(propargilhidroksi)-2-
(hidroksimetil)benzena (28 mg,  173 µmol). Surov produkt smo čistili s kolonsko 
adsorpcijsko kromatografijo, pri kateri smo uporabili mobilno fazo DKM:MeOH = 20:1. 
Izkoristek reakcije: 57 %; bela amorfna snov; Rf (DKM:MeOH = 9:1) = 0,24; 
1H NMR (400 
MHz, DMSO-d6) δ 8,15 (s, 1H, triazol-H), 7,43 – 7,38 (m, 3H, 3×Ar-H), 7,26 – 7,20 (m, 
1H, Ar-H), 7,19 – 7,14 (m, 3H, 3×Ar-H), 6,97 (td, J = 7,3, 1,0 Hz, 1H, Ar-H), 5,61 (d, J = 
7,0 Hz, 1H, OH), 5,24 (d, J = 7,0 Hz, 1H, CH), 5,15 (s, 2H, O-CH2-triazol), 4,97 (t, J = 5,7 
Hz, 1H, Ar-CH2-OH), 4,87 – 4,81 (m, 2H, OH in CH), 4,72 (t, J = 5,5 Hz, 1H, OH), 4,49 (d, 
J = 5,6 Hz, 2H, Ar-CH2-OH), 4,10 (td, J1 = 10,1 Hz, J2 = 7,2 Hz, 1H, CH), 3,92 (dd, J1 = 6,7 
Hz, J2 = 2,7 Hz, 1H, CH), 3,76 (t, J = 6,2 Hz, 1H, CH), 3,50 (t, J = 5,8 Hz, 2H, CH-CH2-
OH), 2,29 (s, 3H, Ar-CH3) ppm; HRMS (ESI+) za C23H27N3O6S [M+H]
+: izračunan 
474,1693, izmerjen 474,1691; HPLC: retencijski čas: 4,71 min, čistost: 93,0 %. 
4.2.3. Sinteza spojin iz knjižnice C 
Penta-O-acetil-D-galaktopiranoza (33). (60) D-Galaktozo (32) (4,10 g, 22,8 mmol) smo 
delno raztopili v piridinu (40 mL) in po prepihavanju z argonom na ledeni kopeli dodali še 
acetanhidrid (12 mL, 127 mmol). Pustili smo, da reakcija poteka čez noč, nato pa produkt 
čistili z ekstrakcijo. Reakcijski zmesi smo dodali etilacetat (80 mL) in organsko fazo najprej 
spirali z 1 M HCl (6×40 mL) in nato še z nasičeno vodno raztopino natrijevega klorida (40 
mL). Nazadnje smo organsko fazo sušili nad Na2SO4, filtrirali ter topilo uparili pod znižanim 
tlakom. Surov produkt smo nato raztopili v dietil etru in tej raztopini na ledeni kopeli 
postopno dodajali heksan, dokler ni izpadel bel produkt, ki smo ga odfiltrirali z 
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odsesavanjem. Izkoristek reakcije: 74 %; bela amorfna snov; Rf (DKM:MeOH = 20:1) = 
0,63; MS (ESI+) C16H22O11 m/z: 413,0 [M+Na]
+. 
4-metilfenil 2,3,4,6-O-tetraacetil-1-tio-α-D-galaktopiranoza (34) (56). Penta-O-acetil-D-
galaktopiranozo (1,81 g, 4,64 mmol) smo raztopili v 10 mL brezvodnega diklorometana. Po 
prepihavanju z argonom smo na ledeni kopeli dodali p-tiotoluen (1,16 g, 9,33 mmol) in 
BF3OEt2 (1,52 mL, 12,07 mmol). Reakcija je sprva 2 uri potekala na ledeni kopeli, nato pa 
smo jo čez noč pustili na sobni temperaturi. Naslednje jutro smo uparili topilo pod znižanim 
tlakom in surov produkt čistili s kolonsko adsorpcijsko kromatografijo (MF: EA:heksan = 
1:3). Izkoristek reakcije: 47 %; belo strjeno olje ; Rf (EA:heksan = 1:1) = 0,41; 
1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) δ 7,41 (d, J = 8,1 Hz, 2H, 2×Ar-H), 7,13 (d, J = 7,9 Hz, 2H, 2×Ar-H), 
5,41 (dd, J1 = 3,3 Hz, J2 = 0,9 Hz, 1H, CH), 5,22 (t, J = 10,0 Hz, 1H, CH), 5,04 (dd, J1 = 
10,0 Hz, J2 = 3,3 Hz, 1H, CH), 4,65 (d, J = 10,0 Hz, 1H, CH), 4,19 (dd, J1 = 11,3 Hz, J2 = 
6,9 Hz, 1H, CH-CH2-OH, HA), 4,11 (dd, J1 = 11,3 Hz, J2 = 6,3 Hz, 1H, CH-CH2-OH, HB), 
3,93 – 3,89 (m, 1H, CH), 2,35 (s, 3H, Ar-CH3), 2,12 (s, 3H, , O-CO-CH3), 2,10 (s, 3H, , O-
CO-CH3), 2,04 (s, 3H, , O-CO-CH3), 1,97 (s, 3H, O-CO-CH3) ppm; MS (ESI+) C21H26O9S 
m/z: 477,1 [M+Na]+. 
4-metilfenil 1-tio-α-D-galaktopiranoza (35). Spojino 34 (749 mg, 1,65 mmol) smo delno 
raztopili v metanolu (30 mL) in nato dodali natrijev metoksid (1,10 mL, 5,94 mmol). 
Reakcijo smo po enem dnevu ustavili z dodatkom kationske izmenjevalne smole (Amberlite 
IR 120). Smolo smo nato odnučali in matičnici uparili topilo pod znižanim tlakom. Izkoristek 
reakcije: 99 %; rumena amorfna snov; Rf (DKM:MeOH = 9:1) = 0,14; 
1H NMR (400 MHz, 
CD3OD) δ 7,48-7,45 (m, 2H, 2×Ar-H), 7,13 (d, J = 7,9 Hz, 2H, 2×Ar-H), 4,52 (d, J = 9,6 
Hz, 1H, CH), 3,90 (dd, J1 = 3,3 Hz, J2 = 0,9 Hz, 1H, CH), 3,74 (qd, J1 = 11,4 Hz, J2 = 6,1 
Hz, 2H, CH-CH2-OH), 3,63 – 3,46 (m, 3H, 3×CH), 2,33 (s, 3H, Ar-CH3) ppm; MS (ESI+) 
C13H18O5S m/z: 309,0 [M+Na]
+. 
4-metilfenil 3-O-propargil-1-tio-α-D-galaktopiranoza (36). p-Tolil 1-tio-α-D-
galaktopiranozo (455 mg, 1,59 mmol), K2CO3 (329 mg, 2,38 mmol), TBAB (51 mg, 0,16 
mmol) in dibutilkositrov diklorid (48 mg, 0,16 mmol) smo delno raztopili v acetonitrilu (15 
mL) ter prepihali z argonom. Po prepihavanju smo dodali propargil bromid (187 µL, 1,67 
mmol, 80 % raztopina v toluenu) in reakcijsko zmes na oljni kopeli segreli na 80 °C. Reakcija 
je ob mešanju na 80 °C potekala čez noč, nato smo jo ustavili in najprej odnučali 
neraztopljene komponente reakcijske zmesi. Matičnici smo nato uparili topilo pod znižanim 
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tlakom in surov produkt čistili s kolonsko adsorpcijsko kromatografijo (MF: EA:heksan = 
2:1). Izkoristek reakcije: 43 %; bela amorfna snov; Rf (EA:heksan = 2:1) = 0,19; 
1H NMR 
(400 MHz, CD3OD) δ 7,49 – 7,45 (m, 2H, 2×Ar-H), 7,14 (d, J = 7,9 Hz, 2H, 2×Ar-H), 4,55 
(d, J = 9,8 Hz, 1H, CH), 4,45 – 4,35 (m, 2H, C-CH2-O-CH), 4,13 (d, J = 2,4 Hz, 1H, CH), 
3,86 – 3,63 (m, 3H, CH-CH2-OH in CH), 3,57 – 3,50 (m, 2H, 2×CH), 2,87 (t, J = 2,4 Hz, 
1H, O-CH2-CCH), 2,33 (s, 3H, Ar-CH3) ppm; MS (ESI+) C16H20O5S m/z: 347,0 [M+Na]+. 
3-azidobenzojska kislina (38). m-Aminobenzojsko kislino (37) (350 mg, 2,55 mmol) smo 
po prepihavanju z argonom raztopili v acetonitrilu. Nato smo dodali terc-butilnitrit (460 µL, 
3,84 mmol) in nazadnje na ledeni kopeli po kapljicah še azidotrimetilsilan (500 µL, 3,82 
mmol). Reakcijo smo pustili potekati čez noč. Naslednji dan smo topilo uparili pod znižanim 
tlakom in produkt izolirali s kolonsko adsorpcijsko kromatografijo (MF: DKM:MeOH = 
15:1). Izkoristek reakcije: 61 %; rumena amorfna snov; Rf (DKM:MeOH = 15:1) = 0,27; 
1H 
NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 13,25 (s, 1H, COOH), 7,77 – 7,73 (m, 1H, Ar-H), 7,56 (m, 
2H, 2×Ar-H), 7,38 (ddd, J1 = 8,0 Hz, J2 = 2,4 Hz, J3 = 1,0 Hz, 1H, Ar-H) ppm; MS (ESI-) 
C7H5N3O2 m/z: 161,9 [M-H]
-. 
4-metilfenil 3-O-[1-(3-hidroksikarbonilfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-ilmetil]-1-tio-α-D-
galaktopiranoza (39). Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku E iz 4-metilfenil 3-
O-propargil-1-tio-α-D-galaktopiranoze (80 mg, 245 µmol) in 3-azidobenzojske kisline (40 
mg, 245 µmol).  Bučko v kateri je reakcija potekala smo z aluminijasto folijo zaščitili pred 
svetlobo. Surov produkt smo čistili s kolonsko adsorpcijsko kromatografijo (MF: 
DKM:MeOH = 20:1). Izkoristek reakcije: 44 %; rumena amorfna snov; Rf (EA:heksan = 
2:1) = 0,21; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 8,82 (s, 1H, triazol-H), 8,36 (s, 1H, Ar-H), 
8,01 (d, J = 7,7 Hz, 1H, Ar-H), 7,88 (dd, J1 = 8,0 Hz, J2 = 1,2 Hz, 1H, Ar-H), 7,56 (t, J = 7,8 
Hz, 1H, Ar-H), 7,37 (d, J = 8,1 Hz, 2H, 2×Ar-H), 7,12 (d, J = 8,0 Hz, 2H, 2×Ar-H), 5,34 (d, 
J = 5,1 Hz, 1H, OH), 4,86 – 4,67 (m, 4H, triazol-CH2-O + CH + OH), 4,56 (d, J = 9,6 Hz, 
1H, CH), 4,02 (s, 1H, OH), 2,27 (s, 3H, Ar-CH3) ppm, signali, ki pripadajo 3×CH in CH-
CH2-OH so prekriti z vodo v DMSO-d6; HRMS (ESI+) za C17H21N3O8 [M+H]
+: izračunan 
488,1486, izmerjen 488,1483; HPLC: retencijski čas: 4,22 min, čistost: 96,3 %. 
Splošni sintezni postopek F. Sintezi spojin 41 in 45 (sinteza spojine 41 je prikazana kot 
primer). V bučko smo natehtali D-galaktal (228 mg, 1,58 mmol) in ga raztopili v brezvodnem 
metanolu (15 mL). Po prepihavanju z argonom smo v raztopino dodali dibutilkositrov oksid 
(450 mg, 1,77 mmol), ponovno prepihali z argonom in reakcijsko zmes segreli do 
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temperature refluksa. Prva stopnja reakcije je ob mešanju pri T refluksa potekala 4 h, nato 
pa smo jo z uparitvijo topila pod znižanim tlakom ustavili. Z naknadno koevaporacijo s 
toluenom smo odstranili še morebitne zaostanke metanola. V bučko smo nato dodali TBAB 
(51 mg, 158 µmol) in po prepihavanju z argonom zmes raztopili v brezvodnem 1,4-dioksanu 
(15 mL). Nazadnje smo po prepihavanju z argonom dodali še propargil bromid (230 µL, 
2,06 mmol) in pustili, da reakcija pri 90 °C poteka čez noč. Reakcijo smo nato ustavili z 
uparitvijo topila pod znižanim tlakom. Surov produkt smo čistili s kolonsko adsorpcijsko 
kromatografijo, pri kateri smo uporabili mobilno fazo EA:heksan = 2:1 (56).  
3-O-propargil-D-galaktal (41). Izkoristek reakcije: 46 %; rumeno strjeno olje; Rf 
(EA:heksan = 2:1) = 0,20; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 6,47 (dd, J1 =6,3 Hz, J2 = 1,7 Hz, 
1H, CH), 4,71 (dt, J1 = 6,3 Hz, J2 = 2,0 Hz, 1H, CH), 4,41 – 4,38 (m, 1H, OH), 4,34 – 4,24 
(m, 2H, C-CH2-O-CH), 4,20 – 4,15 (m, 1H, OH), 4,06 – 4,00 (m, 1H, CH-CH2-OH, HA), 
3,98 – 3,94 (m, 1H, CH), 3,93 – 3,86 (m, 1H, CH-CH2-OH, HB), 2,54 (dd, J1 = 3,6 Hz, J2 = 
0,9 Hz, 1H, CH), 2,49 (t, J = 2,4 Hz, 1H, O-CH2-CCH), 2,24 (dd, J1 = 8,3 Hz, J2 = 3,7 Hz, 
1H, CH) ppm; MS (ESI+) C9H12O4 m/z: 410,1 [2M+CH3CN+H]
+. 
3-O-[1-(3-hidroksikarbonilfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-ilmetil]-D-galaktala (42). Spojino 
smo sintetizirali po splošnem postopku E iz 3-O-propargil-D-galaktala (70 mg, 380 µmol) in 
3-azidobenzojske kisline (62 mg, 380 µmol)., Bučko v kateri je reakcija potekala smo z 
aluminijasto folijo zaščitili pred svetlobo. Surov produkt smo čistili s kolonsko adsorpcijsko 
kromatografijo, pri kateri smo uporabili mobilno fazo DKM:MeOH = 4:1. Izkoristek 
reakcije: 23 %; temno rumena amorfna snov; Rf (DKM:MeOH = 4:1) = 0,08; 
1H NMR (400 
MHz, DMSO-d6) δ 8,87 (s, 1H, triazol-H), 8,38 (s, 1H, Ar-H), 8,03 – 7,96 (m, 2H, 2×Ar-H), 
7,62 (t, J = 7,9 Hz, 1H, Ar-H), 6,33 (dd, J1 = 6,2 Hz, J1 = 1,8 Hz, 1H, CH), 4,84 – 4,47 (m, 
5H, triazol-CH2-O in OH in 2×CH), 4,27 – 4,19 (m, 1H, CH), 4,07 (s, 1H, OH), 3,80 (t, J = 
6,3 Hz, 1H, CH), 3,69 – 3,55 (m, 2H, CH-CH2-OH) ppm, signal za COOH ni viden; HRMS 
(ESI+) za C16H17N3O6 [M+H]
+: izračunan 348,1190, izmerjen 348,1193; HPLC: retencijski 
čas: 7,51 min, čistost: 74,4 %. 
Metil-2-(2-kloroacetamido)benzoat (44). Metil 2-aminobenzoat (750 µL, 5,74 mmol) in 
NaHCO3 (964 mg, 11,5 mmol) smo delno raztopili v tetrahidrofuranu (25 mL) in nato po 
kapljicah na ledeni kopeli dodali še kloroacetil klorid (489 µL, 98 %, 6,02 mmol). Reakcijo 
smo ustavili po dveh urah, ko smo neraztopljene komponente reakcijske zmesi odfiltrirali z 
odsesavanjem in matičnici uparili topilo pod znižanim tlakom. Produkt smo izolirali z 
43 
 
ekstrakcijo z 1 M HCl (25 mL) iz etilacetata (25 mL). Vodno fazo smo naknadno ekstrahirali 
z etilacetatom (2×25 mL) in zatem združili organske faze ter jim uparili topilo pod znižanim 
tlakom. Izkoristek reakcije: 99 %; svetlo rjava amorfna snov; Rf (EA:heksan = 1:1) = 0,68; 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 11,88 (s, 1H, Ar-NH-CO), 8,71 (d, J = 8,5 Hz, 1H, Ar-H), 
8,08 (dd, J1 = 8,0 Hz, J2 =1,6 Hz, 1H, Ar-H), 7,61 – 7,55 (m, 1H, Ar-H), 7,16 (td, J1 = 7,8 
Hz, J2 = 0,7 Hz, 1H, Ar-H), 4,22 (d, J = 0,6 Hz, 2H, CO-CH2-Cl), 3,97 (d, J = 0,6 Hz, 3H, 
COOCH3) ppm; MS (ESI+) C10H10ClNO3 m/z: 250,0 [M+Na]
+. 
Metil 3-O-{N-[2-(metoksikarbonil)fenil]aminokarbonilmetil}--D-galaktopiranoza 
(45). Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku F iz -D-galaktopiranoze (280 mg, 1,44 
mmol) in metil-2-(2-kloroacetamido)benzoata (338 mg, 1,49 mmol). Namesto propargil 
bromida smo pri tej reakciji kot elektrofil uporabili metil 2-(2-kloroacetamido)benzoat. 
Reakcijo smo namesto čez noč pustili potekati dva dni. Surov produkt smo čistili s kolonsko 
adsorpcijsko kromatografijo, pri kateri smo uporabili mobilno fazo DKM:MeOH = 20:1. 
Izkoristek reakcije: 8 %; bela amorfna snov; Rf  (DKM:MeOH = 15:1) = 0,2; 
1H NMR (400 
MHz, DMSO-d6) δ 11,08 (s, 1H, Ar-NH-CO), 8,38 (dd, J1 = 8,4 Hz, J2 = 0,8 Hz, 1H, Ar-H), 
7,94 (dd, J1 = 7,9 Hz, J2 = 1,5 Hz, 1H, Ar-H), 7,68 – 7,56 (m, 1H, Ar-H), 7,27 – 7,15 (m, 
1H, Ar-H), 5,17 (d, J = 4,6 Hz, 1H, OH), 4,65 (dd, J1 = 6,0 Hz, J1 = 5,3 Hz, 1H, CH), 4,52 
(d, J = 4,8 Hz, 1H, OH), 4,24 (q, J = 15,6 Hz, 2H, CO-CH2-O), 4,07 (d, J = 7,7 Hz, 1H, CH), 
4,00 – 3,95 (t, J = 3,5 Hz, 1H, OH), 3,87 (s, 3H, COOCH3), 3,63 – 3,48 (m, 3H, 3×CH), 3,40 
(s, 3H, CH-O-CH3), 3,39 – 3,35 (m, 2H, 2×CH) ppm; HRMS (ESI+) za C17H23NO9 [M+H]+: 




5. Komentar sinteznih postopkov 
5.1. Alkiliranje 
Med eksperimentalnim delom je bila ena najpogosteje uporabljenih reakcij O-alkiliranje, ki 
smo ga izvedli na več različnih načinov. Pri sintezi spojin 2, 36, 41 in 45 iz knjižnic A in C 
smo substituente pripenjali na mesto 3 na sladkornem obroču. Pri pripravi intermediatov 9, 
13, 16, 18, 20, 23, 25, 27 in 29 iz knjižnice B pa smo si pomagali z Williamsonovo sintezo 
etrov. 
5.1.1. Regioselektivno O-alkiliranje D-galaktoze in D-galaktala 
Monosaharidi, kot sta D-galaktoza in D-galaktal, imajo v svoji strukturi več hidroksilnih 
skupin, ki lahko kot nukleofili reagirajo z elektrofilnimi funkcionalnimi skupinami. Zato je 
regioselektivnost pri reakcijah med alkilhalogenidi in sladkornimi hidroksilnimi skupinami 
težko doseči. V našem primeru smo si pri sintezi spojin 2, 36, 41 in 45 pomagali z uporabo 
katalizatorjev dibutilkositrovega diklorida ali dibutilkositrovega oksida. Predpostavljen 
mehanizem reakcije je prikazan na Shemi 5. S hidroksilinimi skupinami na mestih 3 in 4 
namreč oba katalizatorja tvorita dibutilstanilni acetal I-1, ki v prisotnosti 
tetrabutilamonijevega bromida tvori intermediat I-2. Slednji nato reagira z alkilhalogenidom 
do ustrezne spojine I-3. V naslednjem koraku se nova (sekundarna) enota monosaharida 
deprotonirana z dodatkom kalijevega karbonata, reagira s tetrakoordiniranim kositrovim 
atomom spojine C in tvori nov nestabilen pentakoordiniran intermedat I-4. Zaradi 
nestabilnosti se odcepi bromid in nastane intermediat I-5. Zaradi ionizacije hidroksilne 
skupine na mestu 4 sekundarnega monosaharida, se kositer ponovno pentakoordinira pri 
nastanku intermediata I-6. Iz tega intermediata se nato, po protoniranju s prej nastalim 
kalijevim bikarbonatom, odcepi željeni produkt P. Pri reakciji se dibutilkositrov klorid oz. 
dibutilkositrov oksid in tetrabutilamonijev bromid ne porabljajo, zato jih lahko dodamo v 
katalitični  količini (61). 
V primeru sinteze spojin 2, 36 in 41 smo uporabili propargil bromid, pri sintezi končne 
spojine 45 pa metil-2-(2-kloroacetamido)benzoat. Pri sintezi spojin 2 in 36 smo dodali zgolj 
katalitično količino dibutilkositrovega klorida, spojine 41 in 45  pa smo sintetizirali v 
dvostopenjski reakciji. V prvem koraku smo z dodatkom prebitne količine 
dibutilkositrovega oksida in K2CO3 dosegli kvantitativno tvorbo začetnega intermediata I-
1. V naslednjem koraku smo nato dodali katalitično količino TBAB in alkilirajoče sredstvo, 
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da je reakcija potekla do želenih produktov. Takšen način sinteze smo uporabili, saj naj bi 
izboljšal izkoristek. Pri reakciji z D-galaktalom smo z uporabo več kot enega ekvivalenta 
Bu2SnO uspeli pripraviti 46 % čiste spojine 41. Ta rezultat je podoben 43 % izkoristku, ki 
smo ga dosegli pri sintezi spojine 36 z uporabo katalitične količine Bu2SnCl2. Rezultatov 
kljub temu med seboj ne moremo primerjati, saj gre za različni spojini in samo eno ponovitev 
reakcije (56). 
 
Shema 5: Prikaz mehanizma reakcije 3-O-alkiliranja sladkornega obroča na primeru 1-O-
metil-β-D-galaktopiranozida. Pri pripravi spojin 2, 36 in 41 smo kot alkilirno sredstvo 
dodali propargil bromid, pri sintezi  45 pa 2-(2-kloroacetamido)benzoat  (prirejeno po 61). 
 
5.1.2. Williamsonova sinteza etrov 
Pri tem načinu sinteze spojin rahlo kisli arilni hidroksilni skupini z dodatkom baze najprej 
odcepimo proton in ji s tem povečamo nukleofilnost (Shema 6). Elektrofilnost ogljikovega 
atoma α-C propargil bromida, ki ga aktivirana -O- napade, je povečana z elektronprivlačnim 
vplivom bromida. Slednji je hkrati tudi dobro izstopajoča skupina. Kljub resonančni 
stabilizaciji karbokationa, ki jo omogoča trojna vez na mestu β, nukleofilna substitucija 
skoraj zagotovo poteka po mehanizmu SN2, pri katerem pride do nastanka tetraedričnega 
intermediata. Tovrsten tip reakcije je namreč v primeru uporabe močnega nukleofila, kot je 
-O-, preferiran. Poleg tega mehanizem SN1 zavira tudi uporaba aprotičnih topil, kot sta aceton 
in etilacetat (62). 
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Pri večini reakcij smo se, kljub nekoliko daljši izolaciji, odločili za uporabo acetona, saj smo 
na ta način dosegali višje izkoristke (povprečno 71 % pri uporabi acetona in 47 % pri uporabi 
etil acetata). Reakcije namreč v večini niso potekle povsem do konca, zato je bilo v prvem 
koraku izolacije potrebno odstraniti zaostali fenol. To smo storili z ekstrakcijo z 1 M NaOH 
iz etilacetata. Z uporabo slednjega kot topila smo se želeli znebiti vmesnega uparevanja 
acetona, ki za ekstrakcijo ni primeren. 
  
Shema 6: Prikaz mehanizma Williamsonove sinteze arilnih etrov na primeru propargil 
bromida in nesubstituiranega fenola (prirejeno po 62). 
 
5.2. Fischerjeva esterifikacija 
Fischerjevo reakcijo (Shema 7) smo uporabili pri sintezi spojine 4a. Za potek kislinsko 
katalizirane esterifikacije so pomembni protoni, ki jih v reakcijsko zmes vnesemo s 
katalitično količino žveplove (VI) kisline. Protoni povečajo elektrofilnost ogljikovega atoma 
karboksilne kisline, kar omogoči nukleofilni napad hidroksilne skupine metanola. Po 
zaključeni reakciji se protoni regenerirajo, zato za potek reakcije zadošča dodatek zgolj 
katalitične količine anorganske kisline. Pri sintezi spojine 4a, smo kljub čiščenju s kolonsko 
adsorpcijsko kromatografijo produkt izolirali s 73 % izkoristkom (63).
 
Shema 7: Prikaz mehanizma kislinsko katalizirane Fischerjeve esterifikacije (prirejeno po 
63). 
5.3. Sinteza 1H-1,2,3-triazola  
Vsi končni produkti, razen spojine 45, imajo v svojem skeletu tudi 1H-1,2,3-triazolni obroč, 
ki smo ga pripravili s pomočjo tako imenovane reakcije klik ali Huisgenove cikloadicije, pri 
kateri poteče reakcija med alkinom in azidom. Točen mehanizem reakcije še ni v celoti 
razjasnjen. Raziskave so sprva kazale, da pri reakciji sodeluje en bakrov ion (Cu+) (64), 
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najnovejše predpostavke pa govorijo v korist reakciji, pri kateri sodelujeta dva bakrova iona 
(66).  
Shema 8 prikazuje splošni postopek E, pri katerem so ioni Cu+ nastali pri redukciji ionov 
Cu2+ z natrijevim askorbatom. Najnovejši mehanizem predpostavlja nastanek σ-vezi med 
[Cu+]a in alkinom in s tem tvorbo bakrovega acetilida. Kot prikazuje intermediat I-2, je drugi 
bakrov atom [Cu+]b s trojno vezjo bakrovega acetilida povezan prek tvorbe π-interakcij. Oba 
bakrova atoma sta nato odgovorna za kompleksacijo in s tem pravilno usmeritev azida, kar 
mu omogoča nukleofilni napad atoma N-3 na β-ogljik bakrovega acetilida. Pri tem nastane 
intermediat I-4, ki se po tvorbi še druge kovalentne vezi C-N hitro pretvori do triazola. V 
zadnjem koraku reakcije se triazol protonira do želene spojine, bakrovi ioni pa so ponovno 
na razpolago za novo reakcijsko kaskado (65). 
 
Shema 8: Mehanizem sinteze triazolnega obroča, ki predpostavlja vpletenost dveh 
bakrovih atomov (prirejeno po 65). 
Sprva smo ione Cu+  v reakcijsko zmes dodajali direktno v obliki bakrovega(I) jodida, kot je 
opisano v splošnem postopku A, ki smo ga uporabili za sintezo spojin 5a-d. Postopek smo 
nato spremenili, saj smo s splošnim postopkom E pri sintezi spojin 31a-k dosegli potek 
reakcije z manj stranskimi produkti in boljšo ločbo pri čiščenju s kolonsko adsorpcijsko 
kromatografijo. Izkoristki pri obeh reakcijah pa so bili podobni in se pretežno gibljejo med 




S hidrolizo smo pripravili spojini 6a in 6b. Reakcija, prikazana na Shemi 9, poteče kot 
nukleofilna substitucija, pri kateri nukleofilni hidroksilni anion, ki ga v zmes vnesemo z 
natrijevim hidroksidom, napade elektrofilni karbonilni C-atom metilnega estra. Iz molekule 
se po elektronskih premestitvah nato odcepi natrijev metoksid. Metoksidni anion zaradi 
svoje močne bazičnosti odcepi proton karboksilne kisline, kar vodi do nastanka metanola in 
natrijevega karboksilata. Naš cilj je bil sintetizirati neionizirani končni spojini, zato smo v 
zadnjem koraku z uporabo kationske izmenjevalne smole uravnali pH do kislega in tako 
izolirali končni spojini. Izkoristki so pri reakcijah znašali med 60 % in 97 %. Največja 
spremenljivka pri posamezni reakciji je bil reakcijski čas, ki je v odvisnosti od lastnosti 
spojine precej variiral. 
 
Shema 9: Prikaz mehanizma hidrolize metilnega estra z natrijevim  hidroksidom (prirejeno 
po 66). 
5.5. Aciliranje 
N- in O-aciliranje sta reakciji, ki sta si mehanistično precej podobni. Podrobnejši mehanizem 
reakcije je predstavljen na primeru v sklopu mehanizma redukcije s sledečim N-aciliranjem 
na Shemi 10. 
5.5.1. O-aciliranje 
Pri sintezi spojine 33 smo izkoristili nukleofilne lastnosti hidroksilnih skupin in D-galaktozo 
z uporabo prebitka acetanhidrida peracetilirali. Peracetilirano D-galaktozo smo uspeli 
izolirati s 74 % izkoristkom. Z reakcijo preestrenja smo pozneje tetraacetilirano D-galaktozo 
odščitili in tako pripravili spojino 35. Tudi v tem primeru gre pravzaprav za O-aciliranje, le 
da smo kot vir močnega nukleofila uporabili natrijev metoksid. Metoksidni anion namreč 
napade ogljikov atom acetatnega estra D-galaktoze, ki je manj elektrofilen od 
acetanhidridnega. Reakcija zaradi velike nukleofilnosti metanolata vseeno poteče do konca. 





Pri sintezi amidov 8, 12, 15 in 17  smo uporabljali različne fragmente, saj smo želeli tako 
pridobiti čim več podatkov o interakcijah in prostorski razporeditvi v vezavnem mestu. 
Načini izvedbe N-aciliranja so si bili med seboj precej podobni.  
V primeru sinteze spojin 8 in 12 smo reakcijo izvedli v vodnem mediju brez dodatka baze, 
ker smo kot elektrofil uporabili acetanhidrid. Ocetna kislina, ki pri reakciji nastaja, namreč 
ni dovolj kisla, da bi z aminom kvantitativno tvorila sol in motila potek reakcije. Prisotna 
aromatska hidroksilna funkcionalna skupina lahko reagira kot kompetitivni nukleofil. Zato 
je pomembno, da reakcijo izvajamo na ledeni kopeli, saj na ta način zagotovimo večjo 
selektivnost reakcije z bolj nukleofilnim primarnim aminom. Izolacija po končani reakciji je 
enostavna, saj se želeni produkt obori, oborino odfiltriramo z odsesavanjem in dobimo čist 
produkt s 73-78 % izkoristkom.  
Spojine 15 in 17 smo sintetizirali z uporabo kislinskih kloridov, ki reagirajo po podobnem 
mehanizmu kot acetanhidrid. Pri reakciji med aminom in kislinskim kloridom se sprošča 
klorovodikova kislina, ki z alifatskimi in aromatskimi amini kvantitativno tvori soli. V 
reakcijsko zmes smo zato za nevtralizacijo kisline dodali tudi šibko organsko bazo (Et3N ali 
DIPEA). V izogib pretiranem nastajanju N,O-diaciliranih produktov, smo reakcijo izvedli 
na ledeni kopeli. Kljub temu se neželenim produktom nismo v celoti izognili, zato smo jih 
odstranili z ekstrakcijo. Produkt 15 smo izolirali s 79 % izkoristkom, pri produktu 17 pa je 
prišlo do večjih izgub pri čiščenju, zato je bil izkoristek reakcije po čiščenju zgolj 22 %. 
 
5.6. Béchampova redukcija s sledečim N-aciliranjem ali N-sulfoniranjem 
V prvem koraku priprave spojine 10 smo reducirali nitro skupino do primarnega amina z 
uporabo železovih opilkov v ocetni kislini. Reakcija poteka po mehanizmu Béchampove 
redukcije, ki je prikazan na Shemi 11. Železo v trdni obliki reducira dušikov atom sprva iz 
N5+ v N3+ in se pri tem oksidira iz Fe0 v Fe2+. Ocetna kislina pri redukciji služi kot topilo in 
vir protonov. Tvorba soli med ocetno kislino in aromatskim aminom, ki pri reakciji nastaja, 
ni kvantitativna, zato je sol v ravnotežju z neioniziranim anilinom. Neprotonirana aromatska 
skupina amino lahko nato vstopa v drugo stopnjo reakcije, v kateri kot nukleofil reagira s 
elektrofilno karbonilno skupino acetanidrida. Pri reakciji nastaja ocetna kislina, ki je v 
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reakcijski zmesi tudi sicer prisotna, zato nam izolacija končne spojine ni dodatno otežena 
(67, 68). 
Mehanizem Béchampove redukcije pri sintezi spojine 21 pred N-sulfoniranjem je enak kot 
ga prikazuje Shema 10. Največja razlika pri postopku priprave je dodatek NaHCO3. V 
reakcijsko zmes smo ga pri sulfoniranju dodali za nevtralizacijo klorovodikove kisline, ki se 
sprošča pri nukleofilni substituciji. 
Reakciji smo sprva želeli izvesti postopoma, a smo med izvedbo redukcije ugotovili, da je 
nastali primarni amin nestabilen in se verjetno ob prisotnosti zračnega kisika oksidira do 
neželenega produkta. Zato smo naknadno pri sintezi spojine 10 dodali acetanhidrid, pri 
spojini 21 pa metansulfonil klorid in NaHCO3. Vmesni produkt 10 smo pripravili s 74 % 
izkoristkom. Pri sintezi spojine 21 smo reakcijo izvedli zgolj s 13 % izkoristkom. To je 
najverjetneje posledica kasnejšega dodatka metansulfonil klorida v reakcijsko zmes. V 
daljšem časovnem obdobju je namreč večji delež reakcije že stekel v smer neželenega 
produkta in tako večjega izkoristka ni bilo več mogoče doseči. 
 
Shema 10: Mehanizem Béchampove redukcije s sledečim N-aciliranjem, predstavljen na 




5.7. Sinteza 4-metilfenil 2,3,4,6-O-tetraacetil-1-tio-α-D-galaktopiranoze 
Mehanizem reakcije, ki smo jo uporabili pri sintezi 1,2-cis-glikozida (34) in ga prikazuje 
Shema 11, še ni v celoti razjasnjen. Pomembno vlogo ima borov trifluorid dietil eterat, ki je 
vir Lewisove kisline borovega trifluorida. Lewisova kislina pri predpostavljenem 
mehanizmu reakcije v prvem koraku poskrbi za odcepitev acetata na anomernem mestu. Na 
takšen način nastaneta intermediata I-2 in I-3. Elektrofilni pozitivno nabiti ogljikov atom 
intermediata I-3 nato reagira s p-tiotoluenom do nastanka 1,2-ortoestra. Intermediat I-4 ob 
prisotnosti Lewisove kisline razpade in nastane intermediat I-5, iz katerega se z 
intramolekularno premestitvijo tvori 4-metilfenil 2,3,4,6-O-tetraacetil-1-tio-α-D-
galaktopiranoza. Reakcija bi po nekoliko drugačnem mehanizmu lahko potekla tudi do 
nastanka β-derivata, a jo lahko termodinamsko vodimo. Cao H in sodelavci so namreč 
pokazali, da z začetnim nižanjem temperature na 0 °C za dve uri in nadaljnjim potekom pri 
sobni temperaturi čez noč reakcijo usmerimo v nastanek želenega produkta. Po čiščenju s 
kolonsko adsorpcijsko kromatografijo smo z opisano reakcijo s 47 % izkoristkom pripravili 
čisti α-izomer (60, 69, 70). 
 
Shema 11: Predpostavljeni mehanizem sinteze 4-metilfenil 2,3,4,6-O-tetraacetil-1-tio-α-D-




5.8. Sinteza 3-azidobenzojske kisline 
Trenutno opisanih sinteznih postopkov za pridobivanje aromatskih in alifatskih azidov je 
več. Glavni problem, s katerim se večina izmed njih sooča, je eksplozivnost reagentov in 
produktov. Zato smo se odločili za sintezo azida po postopku, ki ga je postavil Moses s 
sodelavci (Shema 12) in je še posebej ugoden za pripravo derivatov azidobenzojskih kislin 
(71). 
Točen mehanizem reakcije še ni v celoti pojasnjen. Terc-butilnitrit v prvem koraku reakcije 
služi kot vir nitrozonijevega iona (NO+), preko katerega pride do tvorbe diazonijeve soli. 
Dodani trimetilsilil azid je donor azidne skupine, ki ima obenem lastnosti Lewisove kisline 
in zato omogoča, da opisana reakcija poteče brez prisotnosti katalizatorja. Sodeluje namreč 
pri tvorbi aromatskega diazonijevega iona, saj ga najverjetneje stabilizira v obliki 
pentakoordiniranega kompleksa (72). 
  
Shema 12: Sinteza 3-azidobenzojske kisline (71). 
Reakcijo smo kljub stabilnejšemu trimetilsililazidu nastavili na ledeni kopeli zaradi njegove 
visoke reaktivnosti. Čez noč reakcija še ni potekla do konca in po čiščenju s kolonsko 
adsorpcijsko kromatografijo smo produkt izolirali s 63 % izkoristkom. Izkoristek bi lahko 
povečali s podaljšanim časom reakcije, saj bi se ob kvantitativnem poteku reakcije morebiti 






6. Rezultati in komentar vrednotenja afinitete sintetiziranih 
spojin 
6.1. Testiranje afinitete 
Vsem pripravljenim končnim spojinam smo afiniteto vrednotili s testom fluorescenčne 
anizotropije, ki so ga izvedli na  Univerzi v Lundu na Švedskem. Podrobneje je opisan v 
poglavju 3.6.. Spojine razreda A smo načrtovali kot selektivne ligande za Gal-8N, pri čemer 
smo želeli raziskati afiniteto v odvisnosti od položaja karboksilne kisline in ustreznega 
metilnega estra na benzenovem obroču. Ligande razreda B smo pripravili za proučevanje 
vpliva strukture substituentov na mestu 3 D-galaktoze in afitniteto ter selektivnostjo spojin 
za Gal-1. Spojine iz skupine C smo načrtovali na osnovi rezultatov vrednotenja spojin iz 
knjižnice A z namenom izboljšanja afinitete do Gal-8N. 
Za vrednotenje afinitete spojin do posameznih galektinov bi zadoščalo testiranje na Gal-1 in 
Gal-8N. A galektini so razred proteinov, ki zaradi podobnih vezavnih mest lahko prepoznajo 
enake ligande, zato je ustrezno selektivnost težko doseči. Ker lahko neželeno zaviranje 
galektinov pomembno vpliva na širok nabor življenjskih procesov, je vrednotenje 
selektivnosti izrednega pomena. Spojinam razreda A smo zato poleg afinitete do Gal-1 in 
Gal-8N določili tudi afiniteto do Gal-8C, Gal-3 in Gal-4. Pri spojinah iz skupin B in C pa 
smo se odločili zgolj za vrednotenje na Gal-1, Gal-3 in Gal-8N, saj je za dokaz selektivnosti 
najpomembnejši test na Gal-3, afiniteto pa smo dokazovali za Gal-1 in -8. Rezultati testiranj 
so prikazani v Preglednicah 4-6. 
Iz afinitete spojin iz razreda A do različnih galektinov je razvidno, da je za tvorbo interakcij 
z Gal-8N ključnega pomena položaj karboksilne kisline oz. njenega metilnega estra. V 
primeru substitucije para pri spojinah 5a in 5d tako ester kot prosta kislina povečujeta 
afiniteto do Gal-1 in Gal-3, česar si ne želimo, medtem ko je afiniteta do Gal-8N šibka. 
Podobno velja za spojini 5c in 6b, ki vsebujeta na mestu orto substituiran benzenov obroč. 
V tem primeru, obratno kot pri substituciji para, večjo afiniteto do Gal-1 in Gal-3 dosežemo 
z metilnim estrom benzojske kisline in ne s prosto karboksilno kislino. Nekoliko bolj 
obetavni sta spojini 5b in 6a, pri katerih sta konstanti disociacije z Gal-8N pod 1000 µM. 
Prosta karboksilna kislina na položaju meta pri spojini 6a je razlog, da je prav ta spojina 
najbolj obetavna za nadaljnjo optimizacijo in pripravo analogov, ki ciljajo Gal-8N. Ta ligand 
izkazuje tudi selektivnost glede na Gal-1, Gal-4 in Gal-8C, a ima obenem nekoliko večjo 
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afiniteto za Gal-3 kot za Gal-8N. Kljub temu ima v primerjavi z že obstoječimi ligandi za 
Gal-8N manjšo jakost vezave (56). 
Preglednica 4: Rezultati vrednotenja afinitete spojin iz razreda A. 
  
Spojine razreda A 
 Položaj substituentov Afiniteta – Kd  [µM] 
Spojina R1 R2 R3 Gal-1 Gal-3 Gal-4 Gal-8C Gal-8N 
 
5a H H COOMe 439 697 3106 2293 2214 
5b H COOMe H 854 510 1902 2834 814 
5c COOMe H H 619 327 788 2597 1414 
5d H H COOH 289 188 730 1302 2186 
6a H COOH H 1202 504 2994 3011 642 
6b COOH H H 1567 509 2205 3167 n.t.* 
n.t.* – ni bilo testirano 
Spojine iz knjižnice B smo načrtovali na podlagi predhodnih še neobjavljenih rezultatov naše 
raziskovalne skupine. Iz teh smo ugotovili, da acetamidni fragment na položaju orto 
benzenovega obroča v splošni strukturi ligandov iz razreda B močno vpliva na afiniteto 
spojin do Gal-1. Konstanta disociacije za kompleks molekule TSv082 (Slika 10) in Gal-1 
namreč znaša 2,5 µM, zato smo pripravili analoge te spojine z namenom dobiti dodatne 
podatke o odnosu med strukturo in delovanjem. Pri teh spojinah smo, poleg uvajanja 
alternativnih funkcionalnih skupin na položaj orto, preizkušali tudi različno substituirane 
benzenove obroče. Na ta način smo načrtovali in sintetizirali spojine, ki bi morale izkazovati 
močnejšo afiniteto do Gal-1 ob ohranjeni selektivnosti napram ostalim galektinom. 
 




Preglednica 5: Rezultati vrednotenja afinitete spojin iz razreda B.  
  
Spojine razreda B 
 Položaj substituentov Afiniteta – Kd  [µM] 





31a NO2 H 
 










3602 **n.v. *n.t. *n.t. 
31d 
 
H H H 493 496 *n.t. 2164 
31e 
 
H H H 391 318 *n.t. 1082 
31f NO2 H H H 549 489 *n.t. 646 
31g 
 
H H H 174 1512 *n.t. 6036 
31h H 
 
H H 69,6 698 *n.t. 986 
31i H H 
 
H 19,6 1405 326 1732 
31j H Cl Cl H 270 493 *n.t. 1028 
31k CH2OH H H H 1319 1075 *n.t. 3158 
*n.t. – ni bilo testirano, **n.v. – ni vezave 
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Pri doseganju ciljev je bila knjižnica B uspešnejša od knjižnice A. Disociacijske konstante 
spojin 31b, 31h in 31i so nižje od 100 µM, poleg tega pa imata spojini 31g in 31j 
disociacijski konstanti pod 200 μM oziroma pod 300 μM. Izmed ligandov iz knjižnice B ima 
s Kd 19,6 µM spojina 31i največjo afiniteto do Gal-1. Obenem je afiniteta te spojine do 
galektina-1 skoraj 72-krat večja kot afiniteta do Gal-3 in 17-krat večja kot do Gal-4C. Do 
danes so že bili sintetizirani zavilaci Gal-1 z znatno večjo afiniteto. Primer tovrstne spojine 
je TDG-139, ki je prikazana v Preglednici 2 in je trenutno v fazi kliničnih testiranj za 
zdravljenje intersticijske pljučne fibroze. Na račun visoke afinitete je ta spojina praktično 
neselektivna, ko gre za razlikovanje med Gal-1 in Gal-3 (40). Dodatno je spojina TDG-139 
disaharid, kar neugodno vpliva na njene fizikalno-kemijske lastnosti. Spojine, ki smo jih 
pripravili mi, sodijo med najmočnejše monosaharidne ligande Gal-1. Posledično imajo 
manjšo molsko maso in vsebujejo manj donorjev ter akceptrojev vodikovih vezi. Naši 
ligandi tako lahko tvorijo manj interakcij z vezavnim mestom, kar lahko botruje manjši 
afiniteti, a lahko hkrati bistveno izboljša farmakokinetične lastnosti molekul. Ravno te so 
pogosto mejnik za preboj spojin v klinični razvoj in terapijo. Zato spojina 31i sicer ni spojina 
z najmočnejšo afiniteto do Gal-1, a je prav gotovo med najselektivnejšimi in ima ob tem še 
potencialno ugodnejše farmakokinetične lastnoti. 
Iz konstant disociacije ligandov, ki imajo na orto položaju orto benzenovega obroča različne 
acetamidu podobne substituente, smo ravno tako prišli od pomembnih ugotovitev. Spojini 
31d in 31e nam kažeta, da večji substituenti na položaju orto sterično ovirajo vezavo v CRD 
Gal-1. Kljub temu se kaže, da dodaten benzenov obroč lahko tvori hidrofobne interakcije z 
vezavnim mestom, saj je afiniteta spojine 31e do Gal-1 nekoliko večja od afinitete spojine 
31d. Tudi nitro skupina na položaju orto pri spojini 31f zmanjša afiniteto v primerjavi z 
acetamidnim substituentom. Razlog te spremembe bi lahko bil v odsotnosti donorske 
vodikove vezi, ki je -NO2 ne omogoča. Pri spojinah 31d-f je moč opaziti tudi neselektivnost 
med Gal-1 in Gal-3. Rezultat je nekoliko drugačen pri spojini 31g z metilsulfonamidno 
skupino na mestu orto. Tudi ta sicer ne vpliva najbolje na jakost vezave, a je zmanjšanje 
afinitete manjše kot pri prej navedenih spojinah. Poleg tega je pri zamenjavi prišlo tudi do 
zmanjšanja afinitete za Gal-3, kar bi lahko bila posledica uvedbe kislega substituenta in 
posledično odbojnih ionskih interakcij. 
Zanimiv je tudi rezultat spojine 31b, katere konstanta disociacije z vezavnim mestom Gal-1 
znaša 70 µM. Spojina združuje lastnosti spojin 31i in izhodne spojine z acetamidom vezanim 
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na mesto 2 na benzenovem obroču (TSv082). Na podlagi odnosa med strukturo in 
delovanjem bi torej lahko pričakovali povečanje v afiniteti, a do tega ni prišlo. Možen vzrok 
za zmanjšanje afinitete je vpliv dodatnih akceptorjev in donorja vodikovih vezi, ki smo jih 
uvedli v spojino 31b z diacetamidno substitucijo. Hidrofilne funkcionalne skupine vezavnih 
partnerjev so pred vezavo obdane z vodnimi molekulami, s katerimi tvorijo polarne 
interakcije. Zato mora pred nastankom interakcij priti do desolvatacije teh skupin in s tem 
do prekinitve hidrofilnih vezi. Ta prekinitev vodi v entalpijsko kazen, ki jo nekovalentne 
vezi med ligandom in tarčo težko nadoknadijo. Posledično lahko uvedba polarnih 
substituentov vodi v zmanjšanje vezavne afinitete. (73) 
Preglednica 6: Rezultati vrednotenja afinitete spojin iz razreda C. 
Spojine razreda C 
 Položaj substituentov Afiniteta – Kd  [µM] 




623 309 480 
42 
  
13,8 453 157 
45 
  
1661 109 682 
 
Spojini 39 in 42 smo načrtovali na osnovi rezultatov dobljenih za spojino 6a, ki se je izmed 
vseh spojin iz knjižnice A najbolj približala želenim rezultatom. Glede na dostopne rezultate 
smo pričakovali, da bo povečanje afinitete do Gal-8N še nekoliko večje, kot smo ga dosegli 
s spojino 39. Pal in sodelavci so namreč z zelo podobnim 3,4-diklorofenilnim substituentom 
na anomernem mestu α-tiogalaktoze (spojina 3 v Preglednici 3) dosegli skoraj 100-kratno 
povečanje afinitete (56). V našem primeru se ob ohranitvi substituentov na mestu 3 in uvedbi 
α-tiotoluena aktivnost poveča za manj kot enkrat. Možen vzrok razlike v preskoku afinitetnih 
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razredov je tvorba dipolnih interakcij, ki jih omogočata klorova atoma. Tudi položaj spojine 
39 v vezavnem mestu Gal-8N se zaradi razlik v substituentih na mestu 3 najverjetneje 
razlikuje od vezave spojine Pala in sodelavcev, kar ravno tako vodi v različne vplive na 
disociacijske konstante. Poleg relativno majhnega povečanja afinitete smo s spojino 39 
dosegli neželeno zmanjšanje selektivnosti, saj se je pričakovano povečala tudi afiniteta do 
Gal-3. 
V trenutno še neobjavljenjih rezultatih sodelavcev iz Lunda se je D-galaktal izkazal kot 
obetavno ogrodje selektivnih ligandov Gal-8N. Že kot samostojna molekula ima dokaj 
veliko afiniteto (približno 200 µM) in je poleg tega selektiven za Gal-8N. Podobne rezultate 
je kazal tudi kot osnovni gradnik večjih molekul. V našem primeru smo s spojino 42, ki 
temelji na D-galaktalu, dosegli približno 4-kratno zmanjšanje konstante disociacije v 
primerjavi z izhodno spojino 6a. Zanimivo in nepričakovano ima spojina večjo afiniteto do 
Gal-1. Faktor selektivnosti za Gal-1 napram Gal-8N znaša 11,4, napram Gal-3 pa kar 32,8. 
Nepričakovano smo tako pripravili ligand za Gal-1, ki izkazuje največjo selektivnost od do 
sedaj objavljenih spojin. Glede na vpletenost Gal-1 in Gal-8 v nekatere podobne patološke 
procese ne gre prezreti niti dejstva, da bi lahko spojini 42 podobne učinkovine zavirale 
delovanje obeh proteinov. Na takšen način bi lahko v manjših odmerkih dosegali večji 
fiziološki učinek. 
Spojino 45 smo, za razliko od drugih dveh pripadnikov skupine C, načrtovali na podlagi 
dobljenih rezultatov in silico. Računalniške simulacije so namreč obetale veliko, kar se je 
delno potrdilo tudi s testiranji afinitete in vitro. Konstanta disociacije kompleksa te spojine 
in Gal-8N namreč znaša 682 µM. Spojina se tako uvršča na peto mesto po jakosti afinitete 




6.2. Molekulsko sidranje 
6.2.1. Galektin-1 
Spojini 31b in 31i v računalniški simulaciji vezave, prikazani na Sliki 11, pričakovano 
zavzameta podoben položaj, saj sta si strukturno zelo podobni. V obeh primerih je za položaj 
liganda v modelu odgovorna vodikova vez z Asn61, ki velja za enega pomembnejših AK 
ostankov Gal-1. Sodeč po položaju tiotoluenskega substituenta na anomernem C-atomu D-
galaktoze, toluenski del pri vezavi nima posebne vloge, saj je usmerjen ven iz vezavnega 
mesta. Žveplov atom morda lahko ob podobnem položaju služi kot akceptor šibke vodikove 
vezi z Arg48. Vodikova vez bi se glede na usmerjenost lahko tvorila tudi med His44 in 
triazolnimi dušikovimi atomi obeh molekul. Večjo afiniteto do Gal-1 spojina 31i verjetno 
doseže preko interakcij para-acetamida z Asp123 in Gly124 v vezavnem mestu Gal-1. Ob 
usmeritvah molekul, ki so podobne prikazani na Sliki 11, Asp123 in Gly124 spojinama 31b 
ter 31i omogočata dodatne hidrofilne interakcije z vezavnim mestom. Možni mesti za tvorbo 
dodatnih interakcij spojine 31b bi lahko bila tudi Ser29 in His52, ki pa ju orto-acetamidna 
funkcionalna skupina ob predpostavljenem načinu vezave ne doseže. Zato je moč sklepati, 
da ligand, ki ne vsebuje para-acetamida zavzame nekoliko drugačno vezavno konformacijo, 
ki mu omogoča interagiranje z omenjenimi AK ostanki. 
 
Slika 11: Računalniško sidrani spojini (A) 31i in (B) 31b v tarčni protein Gal-1. Na sliki so 
aminokislinski ostanki Gal-1, s katerimi smo opredelili njegovo vezavno mesto prikazani s 
sivo barvo, liganda pa sta obarvano zeleno. Z zelenimi črtkanimi črtami so predstavljene 






Liganda Gal-8N 6a iz knjižnice A in 42 iz knjižnice C temeljita na drugačnem osnovnem 
skeletu, saj smo metil β-D-galaktozo zamenjali z D-galaktalom. Kljub ohranjenemu 
substituentu na mestu 3, se najverjetnejša položaja obeh spojin v vezavnem mestu Gal-8 
nekoliko razlikujeta, kar je razvidno iz Slike 12. Hidroksilna skupina, vezana na mesto 6 
obroča D-galaktoze pri spojini 6a, omogoča tvorbo vodikove vezi z Asn79. Poleg tega je 
preko dušikovih atomov triazola omogočena tvorba vodikovih vezi z Arg59. Slednji AK 
ostanek velja za enega značilnejših ostankov Gal-8N, njegova konformacija v vezavnem 
mestu pa se lahko spreminja. Sodeč po usmeritvi karboksilne kisline, vezane na benzenov 
obroč, ta ne omogoča nikakršnih dodatnih interakcij z vezavnim mestom, s čimer sovpada 
tudi relativno nizka afiniteta spojine 6a do N-terminalne CRD Gal-8. 
 
Slika 12: Računalniško sidrani spojini (A) 6a in (B) 42 v tarčni protein Gal-8N. Na sliki so 
aminokislinski ostanki Gal-1, s katerimi smo opredelili njegovo vezavno mesto prikazani s 
sivo barvo, liganda pa sta obarvano zeleno. Z zelenimi črtkanimi črtami so predstavljene 
vodikove vezi med spojinama in aminokislinskimi ostanki Gal-8N. 
Položaj molekule z galaktalnim osnovni skeletom v vezavnem mestu je podoben položaju 
spojine 6a. Podobna vezavna konformacija je bila potrjena tudi v neobjavljeni kristalni 
struturi. Galaktalni obroč spojine 42 tako s hidrokisilnimi skupinami omogoča tvorbo 
vodikovih vezi z Asn79, Arg45 in Arg69. Triazolni obroč v prikazani vezavni konformaciji 
omogoča interakcije z Arg45 za razliko od spojine 6a, pri kateri triazol interagira z Arg59. 
Ob drugačni rotaciji vezi N-C med triazolnim in benzenovim obročem bi bila usmerjenost 
karboksilata primerna za tvorbo močnih ionskih interakcij z Arg59. Ravno prilagodljivost 
slednjega na posamezen ligand je verjetno eden od razlogov za večjo vezavno afiniteto 
spojine 42 v primerjavi z ostalimi pripravljenimi ligandi Gal-8N. 
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7.  Sklep 
V sklopu magistrske naloge smo na osnovi poznanega odnosa med strukturo in delovanjem 
načrtovali tri knjižnice A-C s skupno 20 novimi potencialnimi ligandi za Gal-1 in Gal-8. Z 
vrednotenjem spojin iz knjižnice A smo ugotovili, da na afiniteto do Gal-8N najugodneje 
vpliva prosta karboksilna kislina na položaju meta benzenovega obroča pri spojini 6a. S tem 
podatkom smo lastnosti uspešno optimizirali in načrtovali močnejša liganda 39 in 42 Gal-
8N. Informacije o pridobljeni povezavi med strukturo in delovanjem bodo temelj pri 
nadaljnji optimizaciji ligandov Gal-8N. 
Rezultati končnih testiranj so pokazali, da smo s spojinami 31b, 31h, 31i in 42 pripravili 
ligande Gal-1 z nizko mikromolarno afiniteto. Iz združenih podatkov lahko razberemo, da 
D-galaktal kot ogrodje spojine 42, v nasprotju z dosedanjim prepričanjem, ne zagotavlja 
selektivnosti za Gal-8N. To bo pomembno izhodišče za nadaljnje načrtovanje ligandov Gal-
8N.  
S spojinami 31b, 31g, 31h, 31i in 42 smo pripravili ligande, selektivne za Gal-1, ki sodijo 
med najselektivnejše objavljene ligande tega galektina. Ugotovili smo, da spreminjanje 
velikosti orto-amidnega substituenta in uvajanje bioizosternih zamenjav neugodno vpliva na 
vezavo z Gal-1. Poleg tega na vezavo neugodno vpliva tudi uvajanje novih substituentov na 
benzenov obroč. S tem smo izpopolnili model odnosa med strukturo ligandov Gal-1 in 
njihovim delovanjem. 
Rezultati magistrske naloge pomembno prispevajo k razumevanju načrtovanja močnih in 
selektivnih monosaharidnih ligandov za Gal-1 in Gal-8N in bodo osnova za nadaljnjo 
optimizacijo spojin.  
Galektini še naprej ostajajo zanimive tarče, katerih ligandi še niso uporabni v terapiji. Z 
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